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de coelho, eutanasiado aos 30 dias de pos-operatdrio em que se
constatam a presenca de fibras de quitosana (ponta da seta
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EFEITOS DA ESTIMULACAO DO ULTRASSOM PULSADO DE BAIXA INTENSIDADE E DA
PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA CARREADA EM GEL DE QUITOSANA NO REPARO DA
FALHA OSSEA EM RADIO DE COELHOS

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar comparativamente os efeitos do emprego do
ultrassom pulsado de baixa intensidade e da proteina morfogenética 6ssea (rhBMP-2) sobre a
consolidagdo do osso in vivo. Foram realizadas ostectomias bilaterais do radio de 24 coelhos
machos, da raca Nova Zelandia Branco, seguido da andlise qualitativa (avaliagéo clinica, histolégica
e radiografica) e quantitativa (histomorfometria 6ssea e bioquimica) da falha éssea preenchida ou
nao com gel de quitosana. Denominaram-se seis grupos experimentais com quatro animais cada
(Gl — grupo controle, Gll — grupo ultrassom, Glll — grupo quitosana, GIV — grupo quitosana e
ultrassom, GV — grupo quitosana e rhBMP-2 e GVI — grupo quitosana, rhBMP-2 e ultrassom). As
avaliagbes radiograficas e a mensuragao da fosfatase alcalina sérica foram executadas durante o
periodo experimental. Os fragmentos de tecido provenientes da falha éssea dos coelhos
sacrificados no 30° e 45° dia foram submetidos a avaliagdo histolégica e histomorfométrica. Os
diferentes métodos de avaliagdo empregados neste estudo demonstraram que o preenchimento do
defeito ésseo foi superior nos casos em que foi empregada a terapia ultrassénica associada a
implantagdo do gel ativado com a proteina osteoindutora. Os coelhos que receberam o implante
livre da proteina (Glll e GIV) tiveram o processo de reparo ésseo comprometido. Foi possivel
concluir que o ultrassom acelerou o preenchimento da falha 6ssea e que o gel de quitosana, embora
tenha induzido processo inflamatério, foi capaz de carrear a rhBMP-2, permitindo a agdo sinérgica

entre o ultrassom e a proteina.

Palavras-chave: ultrassom, consolidacdo 6ssea, proteina morfogenética 6ssea, quitosana



EFFECTS OF LOW INTENSITY ULTRASOUND AND BONE MORPHOGENETIC PROTEIN IN
CHITOSAN GEL CARRIER ON REPAIR OF RABBIT RADIAL BONE DEFECT

ABSTRACT - This comparative study evaluated in vivo responses of bone healing under low
intensity pulsed ultrasound and bone morphogenetic protein (rhBMP-2) treatment in experimental
bone defects filled or not with chitosan gel. Twenty four New Zealand White rabbits were assigned in
six experimental groups, four animals each (Gl — control group, GIl — ultrasound group, GllI —
chitosan group, GIV — chitosan plus ultrasound group, GV — chitosan with rhBMP-2 and GVI —
chitosan with rhBMP-2 plus ultrasound). It was performed a qualitative (radiographic, histological and
clinical evaluation) and quantitative research (histomorphometrical and biochemical analysis) of bone
healing. The radiographic and serum alkaline phosphatase evaluation was performed during the
experimental period. Histological and bone histomorphometry was applied for bone sample
evaluation from sacrificed rabbits (30th and 45" days). The different evaluation methods used in this
study showed that defect filling was improved when the treatment was based on the association
between ultrasound and activated chitosan gel. The bone defects filled with non-activated gel (Glll
and GlIV) showed a delay in bone healing. This study had demonstrate that low intensity ultrasound
improves bone healing process, that chitosan gel is a good carrier for rhBMP-2 even when it induced
an inflammatory reaction, allowing a synergetic effect between ultrasound and protein.

Keywords: ultrasound, bone healing, bone morphogenetic protein, chitosan.



1 INTRODUGAO

Embora a consolidagdo dssea seja um processo biolégico aperfeicoado,
estima-se que 5 a 10% das fraturas em humanos apresentam complicagées no
processo de consolidagdo (EINHORN, 1995). Em animais, sabe-se que a
incidéncia destas complicagdes € dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos
ao animal, mas ainda nao existem dados que expressem estatisticamente a sua
ocorréncia.

Na literatura compulsada relacionada a ortopedia, ja existem diversos estudos
acerca da utilizacao de métodos alternativos de estimulagdo do reparo 6sseo. Tais
métodos foram desenvolvidos objetivando acelerar o processo de consolidacao de
fraturas recentes e tratamento de problemas de unido 6ssea e pseudoartrose
(MAYR et. al., 2000). Estas técnicas também colaboram com a reduc¢ao do tempo
de recuperagao bem como no custo do tratamento, garantindo retorno precoce da
funcdo do membro. Em medicina veterinaria estas necessidades se tornam ainda
maiores pela dificuldade de se promover repouso adequado aos pacientes e, dessa
forma, impedir a sobrecarga precoce ao osso fraturado (MORAES, 2006).

A busca por agentes capazes de estimular a consolidacdo 6ssea teve inicio
com a descoberta de duas propriedades do o0sso, a osteoinducido e a
piezoeletricidade. Desde entdo inumeros estudos e experimentos tém sido
conduzidos para avaliar a acdo e os efeitos do ultrassom pulsado de baixa
intensidade e das proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs, do Inglés Bone
Morphogenetic Protein) sobre processo fisiolégico da consolidagdo Ossea
(SANT'ANNA et. al., 2005). No entanto a acdo da BMP ou de qualquer outra
substancia osteoindutora depende diretamente da eficiéncia do agente carreador
(TORIUMI-ROBERTSON, 1993). Atendendo a todos os requisitos para um
carreador de moléculas bioativas, Lépez-Lacomba et al. (2006) apresentam os
bons efeitos do emprego da quitosana. Diversos estudos ja comprovam que, tanto
o ultrassom pulsado de baixa intensidade quanto as proteinas morfogenéticas
Osseas, tém efeito positivo sobre a consolidacdo do osso (LINKHART et. al., 1996,



AZUMA, et. al., 2001, CHEN et. al., 2003, SANTOS et. al., 2005). A maioria dos
estudos avaliou distintamente a eficiéncia ou 0 mecanismo de a¢ao de cada agente
quimico ou mecanico, ou seja, foi analisado o efeito de apenas um agente sobre a
consolidacdo 6ssea. Somente em um estudo avaliou-se a expressao génica de
uma cultura de células 6sseas de ratos exposta a acdo do ultrassom pulsado de
baixa intensidade ou da proteina morfogenética éssea, ou em combinagao. Este
trabalho realizou um estudo comparativo dos efeitos da utilizacdo do ultrassom
pulsado de baixa intensidade e a proteina morfogenética éssea (rhBMP-2) sobre a
consolidacdo do osso in vivo, que foram avaliados por meio da andlise qualitativa
(avaliagdo clinica e radiografica) e quantitativa (histomorfometria déssea e
bioquimica) do defeito 6sseo produzido no radio de coelhos, preenchido ou nao
com gel de quitosana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo pode ser considerado uma forma altamente especializada do
tecido conjuntivo, no qual a matriz extracelular é mineralizada, conferindo-lhe
rigidez e mantendo certo grau de elasticidade. Além da sua funcédo de suporte, o
0SSO € a maior reserva primaria de calcio para o organismo (DEMPSTER, 1999).

A matriz éssea € composta por substancias organicas, constituida por
colageno tipo |, proteoglicanas e proteinas nao colagenas. A porcao inorganica €
basicamente constituida por sais de calcio e fosfato na forma de cristais de
hidroxiapatita (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1990; LIRANI, 2004).

Macroscopicamente, o osso divide-se em cortical e esponjoso. O 0sso
cortical é denso, presente no eixo de 0ssos longos, em que a matriz do colageno
esta organizada em forma de lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um
canal vascular central, constituindo o entdo Sistema de Havers. A comunicagcao
entre os canais centrais e a cavidade medular 6ssea é denominada como Canal de
Volkmann (MORAES, 2006). A superficie dssea externa €& revestida por uma
membrana denominada periésteo e a superficie interna, pelo enddsteo. Ambas sao
responsaveis pela nutricdo do osso, além de servir como fonte de osteoblastos
para a osteogénese (KAPLAN et. al., 1994; LIRANI, 2004).

Ja 0 0sso esponjoso ou trabecular, apresenta uma matriz mais porosa,
organizada em trabéculas preenchidas por medula éssea vermelha, repleta de
células mesenquimais (BETTI, 2004).

As principais células ésseas sdo os osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos,
todas derivando da mesma origem, a célula osteoprogenitora (LIRANI, 2004).

A consolidagdo éssea € um complexo, porém bem orquestrado processo
regenerativo em resposta a uma lesdo, que resulta em reparo 6sseo e restauragao
da funcao do osso (DIMITRIOU et al., 2005).



2.1.1 Consolidacao 6ssea

Em termos histoldégicos, a consolidacdo déssea tem sido dividida em
consolidacao direta (primaria) e indireta (secundaria). A consolidagdo 6ssea direta
ocorre apenas quando ha reducdo anatémica dos fragmentos da fratura, feita por
meio fixagdo interna rigida com movimentagdo interfragmentaria minima (Mc
KIBBIN, 1978). Por meio deste processo, a cortex tenta restabelecer os Sistemas
Haversianos por meio da formagdo de discretas unidades de remodelacdo, na
tentativa de restabelecer a continuidade mecanica (Mc KIBBIN, 1978). As células
vasculares endoteliais e mesenquimais perivasculares fornecem células
osteoprogenitoras que se transformardo em osteoblastos (DIMITRIOU et al., 2005)
e durante este processo a formacado de calo ésseo pode ser minima ou nula
(EINHORN, 1998)

A maioria dos reparos 6sseos ocorre por via indireta (DIMITRIOU et al., 2005).
Durante este processo ocorre a ossificagao intramembranosa e endocondral, com
consequente formacéao de calo 6sseo (EINHORN, 1998). Em ordem cronolégica, as
divisdes temporais da consolidacao éssea secundaria sao: formagao do hematoma,
inflamacao, angiogénese, formacgado de cartilagem (com subsequente calcificacao,
remocdo da cartilagem e formacdo de novo 0sso0) e a remodelagdo Ossea.
Primariamente, ocorre derrame sanguineo proveniente dos vasos do 0sso,
periosteo e medula 6ssea, dando origem ao hematoma que participa ativamente do
recrutamento de células para o local da fratura (CLAES; WILLIE, 2007). Ocorre o
edema, que é entdo seguido pela fase inflamatéria que tem inicio com a chegada
dos leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos no sitio de injdria, tendo
como principal funcao a remogéo dos debris celulares. Com o desenvolvimento do
hematoma e proliferagédo vascular, se inicia a fase da angiogénese. Na auséncia da
fase inflamatdria, ndo ocorre a consolidagao éssea (PHILLIPS, 2005). As principais
moléculas envolvidas que controlam a cascata de eventos inflamatérios sao:
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de transformag¢ao do crescimento B

(TGF- B), fator de crescimento fibroblastico (FGF) (do inglés, fator de crescimento



derivado de plaquetas (PGDF) e as proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs).
Essencialmente, segundo Phillips (2005), a acdo de cada fator de crescimento
pode ser resumida em :

e TGF- B proveniente de plaquetas, matriz 6ssea e cartilagem, é responsavel
pela estimulacéo e diferenciagdo das células mesenquimais;

e BMPs: proveniente das células osteoprogenitoras, osteoblastos e matriz
Ossea extracelular, promove a diferenciacdo de células mesenquimais em
condrécitos e osteoblastos, e células osteoprogenitoras em osteoblastos.

e FGF: proveniente de macréfagos, condrécitos e osteoblastos, € mitogénico
para células mesenquimais, condrocitos e osteoblastos

e PDGF: proveniente de plaguetas e osteoblastos, € mitogénico para células
mesenquimais e osteoblastos.

As células mesenquimais do hematoma proliferam e se diferenciam, iniciando a
formacao do calo 6sseo. A formagéo do calo 6sseo intramembranoso, ou calo duro,
se inicia no periosteo, em local pouco distante do local da fratura (PHILLIPS, 2005).
O calo 6sseo mole, que pode ser constituido por colageno ou tecido fibroso ,
envolve externamente o local da fratura. Apds alguns dias, se inicia a formagao de
novo 0sso endocondral, que ocorre simultaneamente ao desenvolvimento do calo
periosteal. Durante a fase de remodelacdo, o calo 6sseo é reabsorvido e
remodelado pelas forcas que atuam no osso (BETTI, 2004), processo este que
permanece ativo durante varios anos (WENDEBERG, 1961). Contudo, por um
longo periodo, a densidade mineral do osso reparado sera menor que a do 0SSO
normal (CLAES e WILLIE, 2007).

2.1.2 Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo

Os marcadores bioquimicos da atividade das células dsseas tém sido
amplamente empregados no estudo de disturbios metabdlicos em humanos tais
como o hiperparatiroidismo e osteoporose (CHRISTGAU et al.,, 2000). Alguns

estudos com animais relatam o uso dos marcadores 0sseos para avaliagcdo dos



efeitos hormonais e diagnéstico de disturbios do metabolismo 6sseo bem como
para determinacdo dos diferentes niveis de formacdo e reabsorcdo dssea em
cavalos (LEPAGE, et al., 1991) e gatos (DELAURIER et al., 2004) de diferentes
faixas etérias. Existem diversos estudos, tanto em humanos quanto em animais,
relatando 0 emprego dos marcadores 6sseos no monitoramento do processo de
osteogénese na distracdo Ossea, ndo unido e consolidacdo éssea retardada e
consolidacao dssea de fraturas experimentais (ALLEN, 2003).

Na medicina humana, o emprego dos métodos de mensuragdo dos
marcadores bioquimicos do metabolismo Osseo geralmente é associado a
avaliagdo histomorfométrica, radiografica e de densitometria 6ssea, sendo bastante
atil no diagnostico e acompanhamento terapéutico de alguns disturbios como, por
exemplo, a doenca de Paget e a osteoporose etaria ou pds-menopausa
(JORGETTI, 2007).

Embora a anélise histomorfométrica 6ssea ainda seja considerada o método
padrdo para quantificar a taxa de remodelacdo 6ssea, o estudo dos marcadores
bioquimicos do metabolismo 6sseo representa um método alternativo nao-invasivo
a biopsia 6ssea, que permite avaliar a atividade de formacao e reabsorcao das
células 6sseas. Desta forma é possivel acompanhar a progressdo de uma doenca
ou a resposta do tecido ésseo a determinada terapia. Diferentemente das bidpsias
Osseas, as diversas e repetidas avaliacbes dos marcadores séricos ndo interferem
no metabolismo ésseo (FROST, 1983).

Para serem considerados clinicamente validos, estes marcadores devem ser
sensiveis e especificos as variagcdes da atividade das células 6sseas, porém livres
de influéncias de acdes do metabolismo nao Osseo. Diversos marcadores
bioguimicos estdo correlacionados a atividade osteoblastica (formacdo 6ssea) e
osteoclastica (reabsorcao éssea) (ALLEN, 2003). Entre os marcadores bioquimicos
que expressam formacado Ossea, citam-se a fosfatase alcalina total, osteocalcina e
propeptideos de colageno tipo |. Os telopeptideos de colageno tipo I, piridinolina e
a hidroxiprolina sdo alguns dos marcadores bioquimicos que expressam a taxa de
reabsorcado 6ssea (KLEEREKOPER, 2005).



Durante o processo de consolidacdo éssea normal ocorre aumento da
atividade osteoblastica. Durante este evento, os osteoblastos secretam grande
quantidade de fosfatase alcalina (MOHAMADNIA et al. ,2007) fato este que
caracteriza esta enzima como potencial marcador da formagdo 6ssea (ALLEN,
2003).

2.1.2.1 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € uma enzima sintetizada por diferentes tecidos (ALLEN,
2003). Nos humanos existem quatro isoenzimas da fosfatase alcalina. Dentre
estas, ocorre expressdao de trés isoenzimas no intestino, placenta e células
germinativas (PRICE, 1993). Embora a quarta isoenzima da fosfatase alcalina nao
possua especificidade tecidual, esta € mais abundante no figado, rins e tecido
0sseo.

Sao descritas quatro variantes da fosfatase alcalina nos animais domeésticos,
entre elas a fosfatase alcalina 6ssea (sintetizada pelos osteoblastos), intestinal,
hepatica e corticosterdide-induzido. Um estudo que avaliou comparativamente a
eficacia da fosfatase alcalina total e de sua isoforma 6ssea como marcadores
bioquimicos da formacdo 6ssea em caes, demonstrou que houve aumento da
fosfatase alcalina total similar ao aumento da fosfatase alcalina Ossea
(MOHAMADNIA et al.,2007). No estudo conduzido por Komnenou et al. (2005), o
emprego da fosfatase alcalina total como marcador bioquimico da consolidagéo
Ossea foi bem sucedido. Concluiu-se que o aumento dos niveis da enzima foi
decorrente da atividade osteoblastica, justificado pela exclusdo da possibilidade do
aumento de outras isoformas da fosfatase alcalina (isto é, hepatica e corticéide-
induzida).

Atualmente tem-se associado a monitoracao radiografica e avaliagao fisica ao
monitoramento dos marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo, a fim de
predizer o risco da ocorréncia de complicacbes no processo de consolidacao

0ssea, ajudando o clinico intervir corretamente (KOMNENOU et al., 2005). Embora



a fosfatase alcalina éssea seja considerada o marcador 6sseo mais especifico
(MOHAMADNIA et al., 2005), as técnicas de dosagem sao relativamente
complexas e variaveis. Contudo, as técnicas de mensuragéo dos niveis séricos de
fosfatase alcalina sdo simples e amplamente disponiveis (KLEEREKOPER, 2005),
fator que potencializa a incorporacao da mensuracdo da fosfatase alcalina sérica
como método de avaliacdo bioquimica do metabolismo ésseo na rotina clinica tanto
da medicina humana quanto veterinaria.

Sendo este estudo realizado em coelhos, nesta espécie o aumento dos
niveis de fosfatase alcalina esta relacionado as obstrugdes biliares, neoplasias,
coccidiose hepatica (HARCOURT-BROWN, 2002) e doencas intestinais (JENKINS,
2000). Collins (1988) relata que a concentracdo de fosfatase alcalina no soro de
coelhos saudaveis varia entre 4,1 a 16,2U/L.

2.1.2.2 Ciclo circadiano

Varios fatores estdo relacionados a variabilidade biolégica dos marcadores
bioguimicos do metabolismo 6sseo, incluindo idade, sexo, nutricdo, exercicios e
doencas sistémicas (SOUBERBIELLE et al., 1999, WATTS, 1999). Adicionalmente,
devem-se considerar as variacées diurnas, diarias e sazonais ao avaliar os
marcadores 0sseos (ALLEN, 2003). Estas variagcbes diurnas ja foram
documentadas em animais de diversas espécies, incluindo ratos (MUHLBAUER,;
FLEISCH, 1995), camundongos (TONNA et al., 1987), coelhos (HANSSON, et al.
1974), cavalos (BLACK et al., 1999) e até mesmo em seres humanos (PEDERSEN
et al., 1995).

O estudo conduzido por lllera et al. (1992) avaliou as variacdes fotoperiddicas
de algumas constantes bioquimicas sanguineas de coelhos. Os animais foram
mantidos em cinco diferentes ciclos circadianos e, embora a maioria dos

parametros tenha se mantido dentro da faixa fisiologica, o ciclo que apresentou



menor interferéncia sobre os parametros bioquimicos foi o ciclo de 12 horas de
exposicao luminosa e 12 horas de escuro (12/12).

Mesmo dentro de um ciclo circadiano 12/12 (12 horas claridade/ 12 horas
escuro) é importante fixar um hordrio especifico para colheita do sangue. Alguns
estudos experimentais que utilizaram a fosfatase alcalina como marcador 6sseo,
fixaram o horario no periodo da manh& para colheita das amostras de sangue:
entre 7h e 8h (PASKALEV, et al., 2005) e entre 9h e 9h30 (MOHAMADNIA et al.,
2007). Em um estudo conduzido por Allen (2003), afirma-se que o periodo de maior

atividade do metabolismo 6sseo foi observado durante o periodo matutino.

2.1.3 Falhas da consolidacao o6ssea

Estima-se que em humanos, 5% a 10% das fraturas apresentam falhas da
consolidacao 6ssea (EINHORN, 1995). Embora seja frequente, ndo existem dados
estimativos sobre a incidéncia de complicagcdes da consolidagdo éssea em animais
domeésticos.

A falha dos eventos do processo de consolidagdo e as violagdes dos principios
da cirurgia ortopédica podem causar disturbios na reparagdo de fraturas, tendo
como consequéncia a ocorréncia de unido retardada ou n&o-unido éssea (PERKA
et al., 2000; SCHMAEDECKE et al., 2003). O tratamento tradicional de casos de
nao unido 6ssea € cirurgico, em que é feita a viabilizacdo dos segmentos dsseos
por meio da remocao dos tecidos moles que interferem na cicatrizacdo do osso
(MALIZOS et al., 2006), estabilizacdo por fixagdo externa (SIMONIS et al., 1984;
STEIN e ANZEL, 1984) e placas ésseas (BRAUN et al., 1991). QOutra opcédo é a
utilizacado de enxertos dsseos autdgenos. Embora apresente bons efeitos, existem
limitagcdes relacionadas ao tamanho e quantidade de osso, complicacdes pos-
operatorias relacionadas ao sitio doador, aumento do tempo cirdrgico e estado
critico do paciente que impossibilita a realizagdo de novo procedimento cirdrgico
(PERKA et al., 2000, ALBAROVA et al., 2005).



Na tentativa de reduzir o tempo de recuperagao, prevenir as complicagbes da
consolidacdo e oferecer tratamento mais efetivo e menos oneroso, diversos
estudos tém avaliado os efeitos de agentes biolégicos e mecanicos sobre o reparo
0sseo (MALIZOS et al., 2006). Baseado na descoberta de duas propriedades
0sseas importantes na consolidagdo 6ssea, a osteoinducdo e a piezoeletricidade,
diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de avaliar o efeito e 0 mecanismo

de acdo da estimulacéo por agentes quimicos e mecanicos.

2.2 Osteoinducao

Em 1965, o Dr. Marshall Urist, estudando os processos que determinavam a
neoformacgao 6ssea, deduziu que este processo era determinado pela presenca de
um fator central. Este fator foi relatado como uma substancia indutora de formacao
0ssea, presente na matriz do osso (SANTOS et al., 2005), e foi por ele chamada
pela primeira vez, de proteina morfogenética dssea. A propriedade de
osteoinducéo foi designada para um principio fundamental da regeneracao 6ssea,
desencadeado pela agdo das proteinas morfogenéticas ésseas (URIST, 1965;
URIST e STRATES, 1971).

2.3 Piezoeletricidade

A piezoeletricidade é a polarizacdo elétrica produzida por alguns materiais
quando submetidos a deformacdo mecanica. O primeiro relato das propriedades
piezoelétricas do osso foi feito por Fukada e Yasuda (1957), que, em seu estudo
constataram que sob acdo de uma forga mecanica, o 0sso foi capaz de transforma-
la em energia elétrica, alterando o potencial elétrico das células ésseas. Devido a
isto, observou-se que certos tecidos biolégicos tém alguma forma de reacao
elétrica sob tensdao mecénica (LIRANI e LAZARETTI-CASTRO, 2005)



2.4 Efeitos do ultrassom pulsado de baixa intensidade no tecido 6sseo

O ultrassom é uma forma de energia mecanica que se propaga por ondas
acusticas de alta frequéncia. Ao serem transmitidas para o interior do corpo, as
ondas promovem microdeformagdes na regido 6ssea estimulada e sdo capazes de
gerar estimulos para acelerar o processo osteogénico (CARVALHO et al., 2001). O
ultrassom pode ser empregado para fins terapéuticos, diagnosticos ou em
procedimentos cirurgicos, variando tao somente a intensidade utilizada (MORAES,
2006). Para fins terapéuticos, a intensidade varia de 1 a 3 W/cm? sendo
empregado para diminuir rigidez articular, dores e espasmos musculares. Para
procedimentos de litotripsia e catarata, a intensidade utilizada varia entre 5 a
300W/cm?. E por fim, a intensidade do ultrassom utilizado para diagnésticos varia
entre 1 a 50W/cm? (RUBIN et al., 2001; SOUSA, 2003).

Em 1950, a relagé@o entre ultrassom de alta intensidade e a consolidagéo 6ssea
foi investigada pela primeira vez (MAINTZ, 1950). A partir dai, alguns
pesquisadores realizaram experimentos com modelos animais, e concluiram que a
utilizagdo de ultrassom de alta intensidade (5000 a 25.000 mW/cm?) tinha efeitos
deletérios na consolidagdo Ossea (necrose, reabsor¢cdo Ossea, aumento da
formagédo de tecido fibroso e aumento do tempo consolidagdo) (ARDEN et al.,
1957; BENDER et al., 1954; HERRICK et al., 1956). Contrariando estes achados,
outros estudos demonstraram que a utilizacdo de ultrassom de média intensidade
(200 a 3.000mW/cm?) aumentou a formagédo de calo ésseo e diminuiu o tempo de
consolidacdo do defeito désseo do radio (DE NUNNO, 1952; CORRADI e
COZZOLINO, 1953) e tibia de coelhos (KLUG et al., 1986) em relacdo aos animais
que nao receberam o tratamento. Devido a grande variacao dos resultados sobre a
utilizagdo do ultrassom de alta intensidade na consolidagdo 6éssea, muitos
pesquisadores fizeram algumas modificagbes na administracdo do ultrassom:
alguns movimentavam o transdutor em forma de pulsos, outros alteraram a fonte
do ultrassom para pulsado e outros ainda reduziram a poténcia do gerador ultra-
sbnico (CLAES e WILLIE, 2007). Duarte (1983) realizou um estudo no qual



conseguiu reduzir o tempo da consolidacdo 6ssea utilizando o aparelho de
ultrassom pulsado com apenas 30mW/cm? ou seja, sob baixa intensidade.
Recentemente varias publicagbes tém documentado o sucesso do uso do
ultrassom pulsado de baixa intensidade para acelerar o processo de consolidacao
(HECKMAN et. al., 1994; KRISTIANSEN et al., 1997) e no tratamento de ndo-unido
6ssea (CHOFFIE e DUARTE, 1994'; MAYR et al., 2000, MORAES, 2006).

Um estudo estatistico demonstrou que, dentre os estudos selecionados, houve
reducdo significativa do tempo de consolidacédo dos grupos experimentais (tratados
com ultrassom pulsado de baixa intensidade) em relacdo aos grupos controles,
reducdo média que equivale a aproximadamente a 64 dias no tempo de
consolidacao (BUSSE et al., 2002).

Baseado nos resultados positivos de diversos estudos, em outubro de 1994 o
FDA (Food and Drug Administration) aprovou a utilizagdo do ultrassom pulsado de
baixa intensidade no tratamento n&o invasivo de fraturas recentes. Posteriormente,
em fevereiro de 1998 a aprovagao se estendeu também para o tratamento nao

invasivo da nao-uniao 6ssea (MORAES, 2006).

2.4.1 Mecanismos de interacao do ultrassom de baixa intensidade na
consolidacao o0ssea

O processo natural de reparo da fratura comeca quando os restos celulares e
coagulos sao removidos por macrofagos, e ha proliferacao do endosteo e peridsteo
proximo ao foco da fratura, dando origem inicialmente ao colar conjuntivo que
progressivamente se transforma em calo 6sseo (LIRANI e LAZARETTI-CASTRO,
2005). A descarga de estimulos mecéanicos determina remodelagédo deste calo
0sseo, fazendo com que seja reabsorvido por osteoclastos e substituido por tecido
6sseo lamelar formado por osteoblastos (GERLANC, 1975).

! Apresentado em : Orthopaedic Health Conference, Sao Paulo, Brasil, 15 de junho de 1994 CHOFFIE, M.;
DUARTE, L.R. Low intensity pulsed ultrasound and effects on ununited fractures.



Segundo Duarte (1983), o ultrassom pulsado atinge o tecido 6sseo por uma
sucessao de impulsos, cada um deles resultando em sinal elétrico como resposta
do osso (efeito piezoelétrico). Dai por diante, o processo de formagdo do osso é
regulado pelo campo elétrico assim formado e o metabolismo 6sseo é estimulado
eletricamente (LIRANI e LAZARETTI-CASTRO, 2005). No entanto, o mecanismo
de interacdo do ultrassom com o tecido 6sseo ainda € alvo de especulagédo
cientifica, pois ha autores que afirmam que o ultrassom possa exercer uma forca
mecanica nas células dos tecidos moles no local da fratura (TAKIKAWA, 2001), ou
que as ondas de pressdo geradas pelo ultrassom possam mediar a atividade
biolégica, diretamente pela deformacdo mecanica da membrana celular ou,
indiretamente pelo efeito elétrico causado por esta deformagdo (HECKMAN et. al.,
1994).

Varios estudos demonstraram o aumento da expressdao de alguns agentes
biolégicos envolvidos na consolidagdo do osso, como os fatores do crescimento
(REHER et al., 1999; NARUSE et al., 2000; TAKIKAWA et al., 2001; NARUSE et
al., 2003). O estudo de Sant’anna et al. (2005) concluiu que a utilizacdo do
ultrassom (1,5MHz, 30mW/cm?) estimula a diferenciacdo osteogénica das células
Osseas ndo apenas pelo aumento da secrecdo dos fatores de crescimento mas
também, sensibilizando as células a acao dos fatores de crescimento. Em relagao
aos efeitos mecanicos, Behari e Singh (1981) demonstraram que sob estimulacéo
6ssea por ultrassom de 3,83mW/cm? houve formagéo de potencial elétrico de 64uV.
Klug e Knoch (1986) demonstraram que sob estimulacdo éssea por energia
ultrassdnica de 800kHz e 0,5 W/ cm? houve aumento do potencial elétrico do local
da fratura em 0,5mV. O dado obtido por Duarte (1983) na estimulacdo 6ssea com
ultrassom de 57mW/ cm?, foi a geragao de um potencial piezoelétrico de 1,5mV.



2.4.2 Efeitos térmicos do ultrassom pulsado de baixa intensidade

A habilidade do ultrassom pulsado de baixa intensidade em estimular
alteragdes celulares e teciduais pode estar correlacionada o aumento da
temperatura associada a absorcdo de energia (WU e DU, 1990; CHANG et al.,
2002). Os efeitos térmicos da utilizagdo do ultrassom sob intensidades altas (1000
a 3000W/cm?) podem ser intensos. Chang et al. (2002) constataram que, sob
estimulo ultra-sdnico de intensidade entre 20 a 50 mW/cm? o aumento da
temperatura era inferior a 1°C. Na utilizagdo do ultrassom pulsado de baixa
intensidade (50mW/cm?, 15 minutos por dia), Duarte (1983) observou aumento
desprezivel da temperatura local, da ordem de 0,01°C +/- 0,005°C. Contudo,
algumas enzimas sao sensiveis a minimas alteracdes térmicas (WELGUS, et al.,
1981).

2.4.3. Efeitos nao térmicos do ultrassom pulsado de baixa intensidade

As alteracdes observadas em tecidos e células decorrentes do tratamento com
ultrassom pulsado de baixa intensidade podem estar associadas a processos nao
térmicos como a cavitacao e corrente acustica (DYSON,1982).

A cavitacao € caracterizada como a formacdo de pequenas bolhas gasosas
resultantes da vibracao do ultrassom. A cavitagdo estavel ocorre quando as bolhas
oscilam de um lado para o outro dentro das ondas de pressdo do ultrassom e,
contudo permanecem intactas. A cavitagao transitoria (ou colapso) ocorre quando o
volume da bolha se altera rapidamente e entdo colapsa (implode), causando alta
pressdo e mudangas da temperatura, sendo potencialmente lesiva para os tecidos.
A cavitagao estavel é considerada de valor terapéutico. A pulsacao reduz os riscos
de dano por cavitagdo (LOW e REED, 2001)

As correntes acusticas sdo caracterizadas como fluxo circulatério constante
decorrente do torque da radiacdo. Além disso, como resultado de algum tipo de

cavitacdo, ocorre a movimentagao localizada e unidirecional de liquido em torno da



bolha que esta vibrando. Esses movimentos muito pequenos de liquido também
ocorrem em torno das células, fibras de tecidos e outras interfaces como, por
exemplo, a 6ssea (LOW e REED, 2001). Isso pode alterar a taxa de infusdo de
ions, ocasionando alteracdes terapéuticas uteis, que incluem aumento da secre¢éao
dos mastocitos (FYFE e CHAHL, 1982), aumento da captacdo de caélcio
(MORTIMER e DYSON, 1988) e maior producdo do fator de crescimento pelos
macréfagos (YOUNG e DYSON, 1990). Entretanto, o fendmeno da cavitacdo nunca
foi adequadamente confirmado nos tecidos (CLAES e WILLIE, 2007).

Outros efeitos nao-térmicos do ultrassom pulsado de baixa intensidade estao
relacionados ao efeito piezoelétrico, ja discutido anteriormente.

2.5. Proteina morfogenética 6ssea (BMP)

Em 1965, o Dr. Marshal Urist revolucionou os conceitos sobre a consolidagao
0ssea, sugerindo a hipétese da existéncia das proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs) na matriz colagena do osso (URIST, 1965; URIST et al., 1994). O termo
osteoinducéo foi designado para o principio fundamental da regeneracdo éssea
desencadeado pelas proteinas morfogenéticas 6sseas (URIST, 1965; URIST e
STRATES, 1971).

As proteinas morfogenéticas 6sseas fazem parte da superfamilia do fator do
crescimento transformador beta (TGF-B), que inclui a subfamilia baseada em suas
sequéncias de aminoacidos (SANTOS et. al., 2005). Estas proteinas sao
caracterizadas como agentes reguladores de diversas respostas celulares entre
elas: quimiotaxia celular, mitose de células progenitoras Osseas, calcificacao
cartilaginosa e remodelamento 6sseo (FRANCESCHI, 1999; NISHIDA et al., 2000;
REDDI, 2000).

Em 1998, Einhorn descreveu diversos eventos celulares da consolidacdo éssea
utilizando ratos como modelo de estudo, onde demonstra que ja nas primeiras 24
horas apdés a fratura ha expressdo de BMPs pelas células mesenquimais. A

sequéncia genética das BMPs foi identificada por Wozney et al. em 1988, e desde



entdo ja foram descobertas mais de 40 tipos de proteinas morfogenéticas ésseas.
Contudo, sabe-se hoje que, durante a consolidacdo Oéssea, a expressao de
diferentes tipos de BMP segue uma sequéncia cronoldgica. A expressdao da BMP-2
e BMP-4 ocorre precocemente pelas células mesenquimais, ja a expressao da
BMP-7 se firma durante fases mais tardias, aproximadamente entre duas a quatro
semanas apos a lesédo 6ssea (PHILLIPS, 2005).

Alguns autores acreditam que um dos fatores contribuintes para a instalacao da
condicdo de ndo-unido ou retardo da consolidagdo 6ssea seja a quantidade
deficitaria de proteinas morfogenéticas 6sseas e/ou de seus receptores no sitio da
fratura, bem como a expressao majoritaria dos inibidores de BMPs (SAKOU, 1998;
SCHMITT et al., 1999; MEYER et al., 2001). Em um estudo conduzido por Einhorn
et al. (2003), que utilizou ratos como modelo experimental, demonstrou que uma
Unica aplicacao transcutdnea de BMP no sitio da fratura foi responsavel pelo
aumento da resisténcia biomecanica bem como pela reducao do tempo de
consolidagao éssea.

Baseado nos resultados bem sucedidos de diversos estudos, foram aprovadas
as utilizagcbes da BMP-2 e da BMP-7 como tratamento adjunto da consolidagéao
O0ssea (WESTERHUIS et al., 2005), sendo recomendada a utilizacdo da BMP-2 em
fraturas recentes, e BMP-7 em casos de consolidacdo Ossea complicada
(VAIBHAV et al., 2007). Embora a utilizagdo das BMPs tenha se mostrado efetiva
como tratamento adjunto das consolidacdes 0sseas, ainda nao existe padronizacao
da dosagem. Esta variacao fica evidente quando se compara o estudo realizado
por Geesink et al. (1999) e Friedlaender et al. (2001), onde foi utilizada a dose de
2,5mg e 3,5mg, respectivamente, ambos realizados em seres humanos.

Outro fato importante € a origem da proteina morfogenética éssea. Em 1979,
Urist et al. demonstraram que, por meio de reagcdes bioquimicas, era possivel
extrair proteinas morfogenéticas désseas da matriz éssea de animais. Gragas aos
avancos da medicina molecular, foi possivel viabilizar a utilizagdo destas proteinas
em humanos, quando entdo se desenvolveram as proteinas morfogenéticas 6sseas

recombinantes humanas (rhBMP). Embora o desenvolvimento destas proteinas



vise a reducao do risco de rejeicao da BMP em humanos, Edwards Il et al. (2004)
ndo relataram qualquer reagcdo adversa na aplicacdo de rhBMP-2 em defeito 6sseo
tibial de caes.

Para Toriumi e Robertson (1993), um dos fatores mais importantes que podem
determinar o sucesso ou o fracasso de enxertos 6sseos indutores (BMP) é a

eficiéncia do material carreador.

2.5.1 Carreador

Embora ja tenha sido demonstrado que a aplicagdo de BMP em meio tampao
promova a aceleracdo do processo de consolidacdo éssea, a utilizacdo de outros
veiculos é capaz de aumentar o efeito terapéutico da BMP na consolidacao 6ssea
(SEEHERMAN et al., 2002; ULUDAG et al., 2000)

O carreador ideal deve aumentar a exposicao dos tecidos do hospedeiro a
substancia de crescimento e assegurar distribuicdo uniforme sem permitir que o
material implantado ultrapasse os limites do sitio. O carreador deve ser absorvido
na medida em que for ocorrendo a formacgéao 6ssea. Além disso deve ser seguro,
biodegradavel, biocompativel e formulado para permitir tamanhos e formas
adequadas para o enxerto (SANTOS et al., 2005).

O estudo experimental conduzido por Edwards Il et al. (2004) utilizou a pasta
de fosfato de calcio como veiculo carreador da rhBMP-2, aplicada por via
transcutanea no local da fratura. As mais importantes categorias de carreadores
para BMP incluem os polimeros naturais como o colageno, materiais inorganicos
(cimento de fosfato de calcio), polimeros sintéticos (acido polilatico, acido
poliglicélico) e compostos (polimeros naturais com granulos de ortofosfato de
calcio) (VAIBHAV et al., 2007). Em seu estudo recente, Takahashi et al. (2007)
demonstraram que a atividade de osteoindugéo foi maior na utilizagdo de BMP-2
incorporada a um hidrogel e aplicada em defeitos 6sseos do cranio de primatas,
comparada a veiculagdo da BMP-2 em matriz 6éssea ndo soluvel. Diversos

carreadores em gel tém sido desenvolvidos, pois apresentam vantagens



significativas em relagcdo aqueles com formato rigido. Os carreadores em gel
dispensam procedimentos cirurgicos para sua aplicagdo, sdo capazes de manter a
liberacao controlada do farmaco por longo periodo, sdo absorviveis e sdo capazes
de preencher todo o local de infiltragdo. Porém, mesmo em gel, alguns carreadores
como o oOxido de polietileno, fibrina e colageno podem desencadear reagdes
imunologicas no hospedeiro, penetracdo inadequada no sitio, e variacbes na
degradacao do material (PARK et al., 2005).

2.5.1.1 Gel de quitosana

A quitosana € um copolimero derivado da quitina, material organico abundante
presente no exoesqueleto de crustaceos, moluscos, insetos e até mesmo na
parede celular de alguns fungos (EUGENE; LEE, 2003). A quitosana € um
polissacarideo linear composto por unidades de glucosamina e N-acetil
glucosamina (KIM et al., 2008) proveniente da reacédo de desacetilacao da quitina,
0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza (TONHI e PLEPIS, 2002).
Todas as propriedades fisico-quimicas apresentadas pela quitosana (solubilidade,
viscosidade, comportamento polieletrolitico e outros) dependem do seu grau de
desacetilacdo (GD) e da distribuicao de cargas elétricas ao longo da cadeia. O uso
da quitosana como biomaterial € baseado nas suas inumeras propriedades
bioldgicas, que s&o: biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade,
aceleragao do processo de formacédo de osteoblastos (responséaveis pela formacao
do 0ss0), hemostatico, além de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas. A
cinética de biodegradacao da quitosana é mais lenta em comparacdo a outros
polimeros biocompativeis (por exemplo, colageno), devido ao fato de ndo existir
nenhuma atividade enziméatica nos mamiferos direcionada a degradacdo da
quitosana, fato este que a torna um biomaterial que corrobora todos os requisitos
essenciais para um carreador de moléculas bioativas (LOPEZ-LACOMBA et al.,
2006).



A quitosana tem inUmeras aplicag6es dependendo da sua forma fisica. A forma
em gel é a mais indicada para veiculagcao controlada de agentes bioativos. Lopez-
Lacomba et al. (2006) demonstraram que a atividade da BMP se manteve
constante durante longo periodo de tempo quando veiculada em meio a um

carreador constituido por quitosana.

2.6 Interacao entre ultrassom pulsado de baixa intensidade e proteina

morfogenética 6ssea

Recentemente, Sant’anna et al. (2005) avaliaram a expressao de diversos
genes associados a consolidacao 6ssea, por meio do estudo comparativo dos
efeitos da utilizacdo do ultrassom pulsado de baixa intensidade e da proteina
morfogenética 6ssea-2 recombinante humana (rhBMP-2) sobre uma cultura de
células estromais de fémures de ratos. Estas culturas de célula, foram submetidas
a exposicdo do ultrassom (1,5MHz, 30mW/cm?) ou a rhBMP-2 (10ng/mL) ou a
combinacao destes dois agentes. Por meio da analise de PCR (reagdo em cadeia
pela polimerase), determinou-se os efeitos deste tratamento na expressdao de
varios genes, que sabidamente orquestram diversos eventos da consolidagéao
O0ssea. Os resultados demonstraram aumento na expressdo génica das células
expostas ao ultrassom pulsado de baixa intensidade, bem como na exposicao da
rhBMP-2, porém n&o houve efeito sinérgico ou aditivo entre o ultrassom e a rhBMP-
2 (SANT ANNA et al., 2005).

Inimeros estudos tém avaliado os efeitos da utilizagdo de ultrassom pulsado
de baixa intensidade e das proteinas morfogenéticas na consolidagdo 6ssea de
animais e seres humanos. Contudo, ha variacdo de métodos de avaliacdo
empregados na avaliacdo dos resultados obtidos em cada estudo. O exame
radiogréafico € o mais comumente empregado na avaliacdo da regeneragao 6ssea
em modelos in vivo. O Quadro 1 apresenta alguns métodos eleitos para avaliacao

dos resultados experimentais in vivo.



Quadro 1 - Diferentes estudos sobre regeneragdo 6éssea, identificando a espécie e tipos de
avaliacoes empregados em cada

Autores Espécie Agente Avaliacoes

DUARTE, Coelhos Ultrassom pulsado de Avaliacdo radiogréfica, exame

1983 baixa intensidade histolégico

BOUXSEIN et Coelhos rhBMP-2 Avaliagdo radiogréfica, cintilografia

al., 2001 6ssea e teste biomecanico

TAKIKAWA et Ratos Ultrassom pulsado de Avaliacdo histomorfométrica 6ssea,

al., 2001 baixa intensidade radiografica e tomografia

YANG e Caes Ultrassom pulsado de Avaliacao clinica e radiografica

PARK, 2001 baixa intensidade

EDWARDS Il Caes RhBMP-2 Avaliagdo radiografica, histoldgica,

et al., 2004 placa de forca e teste mecéanico do
0SSO

ECKARDT, et Humanos rhBMP-2 Avaliacao clinica, radiografica e

al. 2005 teste biomecanico

GIANNOUDIS Humanos BMP-7 Avaliacao clinica e radiografica

e TZIOUPIS,

2005

LIRANI e Ratos Ultrassom pulsado de Avaliacdo histomorfométrica 6ssea

LAZARETTI- baixa intensidade e teste mecénico do 0sso

CASTRO,

2005

CALORI et al., Humanos BMP Avaliacgao clinica e radiografica

2006

JONES et al., Caes RhBMP-2 Avaliacao radiogréfica

2006

MORAES, Coelhos Ultrassom pulsado de Avaliacdo clinica, radiografica e

2006 baixa intensidade histolégica




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral realizacdo de um estudo comparativo
dos efeitos da emprego do ultrassom pulsado de baixa intensidade e a proteina
morfogenética déssea (rhBMP-2) sobre a consolidagao do osso in vivo. Para tanto
foram realizadas analise qualitativa (avaliacao clinica e radiografica) e quantitativa

(histomorfometria 6ssea e bioquimica) do defeito 6sseo em radio de coelhos.

3.2. Objetivos Especificos

1. Comparar a efichcia da rhBMP-2 e do ultrassom pulsado de baixa
intensidade na consolidacao 6ssea;

2. Avaliar o efeito da quitosana como carreador da rhBMP-2, possibilitando a
sua acao na consolidacao 6ssea;

3. Comparar o tempo de consolidagdo 6ssea nos diferentes tratamentos
testados;

4. Comparar os resultados histomorfométricos dos 0ssos expostos aos
diferentes tratamentos.

5. Comparar os valores bioquimicos (marcadores ésseos) dos diferentes tipos
de tratamentos



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Como modelo experimental utilizou-se de 24 coelhos da raga Nova Zelandia
branco (Oryctolagus cuniculus), adultos jovens, machos, com peso médio de 3,8kg
+ 0,6; mantidos em gaiolas individuais alimentados com &gua potavel e racdo®
apropriada ad libitum. Os coelhos foram mantidos no setor de Cunicultura da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal,
em gaiolas individuais de dimensdes de 80 cm x 50 cm x 35 cm. O tempo médio de

exposicao luminosa diaria era de 12 horas.
4.2 Montagem dos grupos

Realizou-se ostectomia parcial dos radios direito e esquerdo de cada coelho
para realizar a observagao experimental e controle. O radio do coelho foi eleito
como sitio experimental, pois possui caracteristicas importantes para o
procedimento cirargico: sua diafise é cilindrica e apresenta-se superficialmente na
face anterior do antebraco, facilitando o acesso cirurgico com poucos danos a
musculatura, vasos e nervos adjacentes. Além disso, a existéncia de uma forte
membrana interéssea que une o radio e a ulna possibilita a realizacdo da
ostectomia parcial dispensando o uso de fixadores ésseos (CARRO, 1998;
MORAES, 2006). Diversos estudos utilizam ambos os membros do mesmo animal
para avaliacao dos efeitos regenerativos do ultrassom pulsado de baixa intensidade
e das proteinas morfogenéticas 6sseas, ndo havendo acao do tratamento local em
outro sitio distante. As atividades experimentais realizadas compreendem os

grupos discutidos no quadro 2:

* Ragio para coelhos, Cargill Nutri¢io Animal (Purina/Nestlé), Sdo Paulo- SP



Quadro 2 - Descrigao dos tratamentos especificos de cada grupo experimental.

Grupo (coelhos) Tratamento
Gl (coelhos 1, 2, 3 e 4) Sem tratamento
Gll (coelhos 5, 6, 7 e 8) Ultrassom
GllI (coelhos 9, 10, 11 e 12) Gel de quitosana
GIV (coelhos 13, 14,15 e 16) Gel de quitosana e ultrassom
GV (coelhos 17, 18, 19 e 20) Gel de quitosana ativado com rhBMP-2
GVI (coelhos 21, 22, 23 e 24) Gel de quitosana ativado com rhBMP-2
e ultrassom

rhBMP-2: proteina morfogenética éssea recombinante humana 2

4.2.1 Grupos experimentais e controle

A falha 6ssea (ostectomia parcial) foi realizada em ambos os radios dos 24
coelhos.

Grupo | (Gl). Controle: Ap6s a confeccao do defeito dsseo, a sintese da pele
seguiu os padrdes de rotina. Foi feita administracdo simulada de ultrassom (sem
emissdo de energia ultrassdnica) durante dez minutos em cada foco de ostectomia,
uma vez ao dia por dez dias, iniciando logo ap6s o término do procedimento
cirurgico. Dois animais (coelho 1 e 2) foram eutanasiados no trigésimo dia, e outros
dois (coelhos 3 e 4) no quadragésimo quinto dia do pés-cirurgico.

Grupo Il (Gll). Seguindo os padrbes de rotina, a pele foi suturada logo apés a
confeccao do defeito 6sseo. A administracdo do ultrassom pulsado de baixa
intensidade (30mW/cm?, 1,5MHz) foi realizada durante dez minutos em cada foco
de ostectomia, uma vez ao dia por dez dias. Dois animais foram eutanasiados no
trigésimo dia (coelhos 5 e 6), e outros dois no quadragésimo quinto dia do pés-
cirtrgico (coelhos 7 e 8).

Grupo Il (Glll). Apdés a confeccdo do defeito 6sseo, ainda durante o

transcirargico, adicionou-se 1TmL do gel de quitosana. A administracao simulada de




ultrassom (sem emissao de energia ultrassénica) foi feita durante dez minutos em
cada foco de ostectomia, uma vez ao dia por dez dias, iniciando logo apo6s o
término do procedimento cirurgico. Dois animais foram eutanasiados no trigésimo
dia (coelhos 9 e 10), e outros dois no quadragésimo quinto dia do pds-cirurgico
(coelhos 11 e 12).

Grupo IV (GIV). Apbés a confeccdo do defeito 6sseo, ainda durante o
transcirargico, adicionou-se 1mL do gel de quitosana no local da falha 6ssea. A
administragdo com ultrassom pulsado de baixa intensidade (30mW/cm?, 1,5MHz)
foi feito durante dez minutos em cada foco de ostectomia, uma vez ao dia por 10
dias, iniciando logo apés o término do procedimento cirargico dez dias. Dois
animais foram eutanasiados no trigésimo dia (coelhos 13 e 14), e outros dois no
quadragésimo quinto dia do poés-cirurgico (coelhos 15 e 16).

Grupo V (GV). Apdés a confeccdo do defeito Osseo, ainda durante o
transcirargico, adicionou-se 1mL do gel de quitosana ativado com rhBMP-2. A
administragdo simulada de ultrassom (sem emissdo de energia ultrassénica) foi
feita durante dez minutos em cada foco de ostectomia, uma vez ao dia por dez
dias, iniciando logo ap6s o término do procedimento cirurgico. Dois animais foram
eutanasiados no trigésimo dia (coelhos 17 e 18), e outros dois no quadragésimo
quinto dia do pdés-cirurgico (coelhos 19 e 20).

Grupo VI (GVI). Apds a confecgdo do defeito ésseo, ainda durante o trans-
cirdrgico, adicionou-se 1mL do gel de quitosana ativado com rhBMP-2. A
administragdo com ultrassom pulsado de baixa intensidade (30mW/cm?, 1,5MHz)
foi feita durante durante dez minutos em cada foco de ostectomia, uma vez ao dia
por dez dias, iniciando logo apds o término do procedimento cirdrgico. Dois animais
foram eutanasiados no trigésimo dia (coelhos 21 e 22), e outros dois no
quadragésimo quinto dia do pos-cirurgico (coelhos 23 e 24).

A exposigdo simulada ao ultrassom de baixa intensidade se baseia na
utilizagdo do mesmo equipamento e procedimentos adotados para o grupo a ser
tratado, porém sem emissdo de energia ultrassénica. Esta técnica garante que

todos os animais sejam rigorosamente submetidos as mesmas condi¢coes



experimentais e de manipulacdo, com excecao apenas do estimulo ultra-sénico.
Estda técnica é internacionalmente conhecida como “Mock-insonation”
(PIZZARELLO et al., 1978).

4.3. Procedimento Cirurgico e Eutanasia

Os animais nao foram submetidos a jejum alimentar e hidrico, visto que tal
procedimento nao é necessario, pois 0os coelhos raramente apresentam emese
(FLECKNELL et al., 2007). Como medicagdo pré-anestésica administrou-se
acepromazina® na dose de 1mg/kg por via intra-muscular. Apés quinze minutos
administrou-se pela mesma via, cetamina* na dose de 40mg/kg. Em seguida foram
submetidos a anestesia inalatéria com halotano® diluido em oxigénio a 100%, por
meio de mascara naso-oral vedada, sendo intubados com sonda de Magill apds a
perda do reflexo laringotraqueal. Para reduzir o consumo de anestésico volatil e
evitar a percepcéo do estimulo nociceptivo, foi feito bloqueio do plexo braquial com
cloridrato de lidocaina® na dose total de 7mg/kg.

Ambos os membros toracicos de cada coelho foram tricotomizados e
preparados para a cirurgia. Foi feita incisdo longitudinal na face cranio-medial sobre
o radio do membro toracico direito e esquerdo. Ato continuo, incisdo da pele e
tecido cutaneo, seguido da divulsdo da musculatura local, até alcancgar o peridsteo.
Em seguida, ja com a diafise do radio exposta (Figura 1), confeccionou-se o defeito
0sseo perpendicular ao eixo longitudinal do terco médio do radio direito e esquerdo,
tendo aproximadamente 0,5cm por meio da utilizacdo da serra 6ssea’. Para
padronizacdo das dimensdes da falha éssea utilizou-se a extremidade de uma
pinca Allis como guia, que corresponde exatamente a 0,5cm de comprimento

(Figura 2 e 3).

3 Acepran 1% - Univet, Sdo Paulo, SP

4 Cetamin 10% - Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP

5 Tanohalo — Cristalia, Campinas SP

® Xylestesin 2% - Cristdlia Campinas, SP

7 Serra 6ssea autoclavivel - KALMEDICA — Campinas -SP



Nao foi empregado no tratamento poés-operatério farmacos com principios
anti-inflamatoérios, a fim de evitar qualquer alteracdo nos resultados experimentais.
O tratamento pds-operatério baseou-se na administracdo de cloridrato de tramadol®
(4mg/kg, a cada 12 horas, por via subcutanea, durante 3 dias) e curativo topico
diario até remocéao dos pontos (7 dias).

A antibioticoterapia baseou-se na administracdo de produto contendo
associacdo de penicilinas e estreptomicina (50.000Ul/kg)° por via intramuscular
previamente ao procedimento cirirgico e no segundo dia do periodo pos-
operatério.

Ao final de trinta ou quarenta e cinco dias, dois coelhos de cada grupo foram
sacrificados. Para tanto utilizou-se propofol’® na dose de 25mg/kg por via
intravenosa apds introdugdo de cateter'' na veia marginal da orelha, para evitar
qualquer tipo de desconforto ao animal. Na auséncia de reflexos e sons
respiratorios, foi administrado altas doses de cloreto de potassio por via
intravenosa e intra-cardiaca, até constatagcdo clinica de oObito. Todos os
procedimentos nos animais foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagédo
Animal. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA), da UNESP/FCAVJ, protocolo n°022497-07.

8 Tramadon - Cristdlia, Campinas, SP

 Multibiético Reforcado — Vitalfarma, Sdo Sebastido do Paraiso, MG

!9 Propovan — Cristdlia, Campinas -SP

' Cateter BD Angiocath 22 — Becton, Dickinson Industria Cirdrgica Ltda — Juiz de Fora, MG



Figura 1 - Imagem fotografica do periodo trans-operatorio
demonstrando o acesso cranio-medial com

exposicao do radio (seta) para posterior confecgao
da falha 6ssea.

Figura 2 - Imagem fotografica do periodo trans-operatorio.
A extremidade da pinga Allis, foi utilizada para
demarcar os limites proximal e distal para

posterior confeccdo da falha Ossea (tragos
amarelos).



Figura 3 - Imagem fotogréafica do periodo trans-operatorio.
Note que a dimensdo da falha Ossea
corresponde as dimensfes da extremidade da
pinca Allis (setas amarelas)

4.4. Gel de quitosana e rhBMP-2
4.4.1. Preparacao do gel de quitosana

A quitosana € um biopolimero derivado da quitina, o segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, encontrado principalmente no exoesqueleto de
insetos e nas carapacgas de crustaceos. Pode ser encontrada na parede celular de
algumas espécies de fungos, porém sua maior fonte de obtencdo é através da
desacetilacado da quitina (KIM, 2008).

A desacetilagdo da quitina geralmente é feita reagindo-a com uma base
(hidroxido de sédio-NaOH ou de potassio-KOH), e a extensdo da desacetilacdo
varia com as condicbes usadas na reagdo. As preparagdes comerciais tém graus
de desacetilagcao variando entre 50-90% (baixo, médio e alto peso molecular).

Para a preparacdo do gel foi utilizada a quitosana'? de alto peso molecular
(Mw ~100,000) e grau de desacetilacao superior a 75%.

12 Sigma-Aldrich — St. Louis, Missouri -EUA



Inicialmente, preparou-se uma solucao de quitosana 1,5% em peso, através
da dissolugdo da mesma em solucdo aquosa de acido acético 1% (solvente), sob
agitacao constante e a temperatura ambiente.

Para a formagéo do gel, adicionou-se, a solugdo de quitosana, um polimero
de carga negativa, em quantidade suficiente para a gelificagdo. Neste caso, a
formagédo do gel se deu pela coacervagdao complexa, induzida através da criagéo
de forcas eletrostaticas entre as macromoléculas, que possuem cargas opostas.

Para o processo de esterilizagdo do gel de quitosana, utilizou-se pastilhas de
paraformaldeido’ a 3% a 50°C durante 4 horas.

Este experimento visou analisar a liberagdo controlada da proteina
morfogenética 6ssea recombinante humana-2 (rhBMP-2) no gel de quitosana. Para
isso, a proteina foi distribuida uniformemente no gel, de modo que sua
concentragao fosse de 1ug de rhBMP-2/100uL de gel. Portanto, para administragao
de 10ug da proteina no local do defeito 6sseo, foi administrado 1000uL do gel
ativado com a proteina morfogenética 6ssea.

Os coelhos dos grupos Glll, GIV, GV e GVI receberam o gel de quitosana no
local da falha 6ssea, porém apenas os grupos GV e GVI receberam o gel ativado

com a proteina.
4.4.2. Proteina morfogenética 0ssea

A proteina morfogenética 6ssea é obtida por meio de técnicas de engenharia
genética que utiliza o sistema de expressdo bacteriana da Escherichia coli, e o
processo de purificagcdo, por meio da cromatografia sequencial.

A apresentagdo comercial da rhBMP-2 ' utilizada neste experimento era
liofilizada com concentracdo de 1mg/mL em 20mM de citrato de sédio, ph 4, grau
de pureza de 95% e peso molecular de 26kDa. Para reconstituicao e diluicao da

proteina, seguiu-se as recomendagdes do fabricante.

" Rioquimica - Sdo José do Rio Preto - SP
14 Invitrogen — Carlsbad, California -EUA



4.5. Ultrassom pulsado de baixa intensidade

Foi utilizado o ultrassom pulsado de baixa intensidade (Figura 4) projetado e
montado no Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Engenharia de Sao
Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP) —-S.P. O aparelho de ultrassom
n°018036781 possuia as seguintes caracteristicas técnicas :

e Transdutor de ceramica piezoelétrica (PZT)
e lLargura do pulso de repeticdo de 200us

e Frequéncia de 1,5MHz

e Poténcia (dosimetria 22/11/2007) 114mW
e Intensidade (22/11/2007) 30mW/cm?

Figura 4 - Imagem fotografica do aparelho de ultrassom
pulsado de baixa intensidade, cedido gentilmente
pelo Programa de P6s Graduagao Interunidades em
Bioengenharia, da Escola de Engenharia de Séao
Carlos — Universidade de Sao Paulo (USP).



Para garantir adequada estimulagdo ultrassénica do sitio 6sseo, foi feita
aplicacdo de gel' de contato entre o transdutor e a pele. O transdutor foi mantido
sobre o local da ostectomia, ndo sendo feito qualquer movimentagédo deste (figura

5).

Figura 5 - Imagem fotografica representando a
aplicacdo do ultrassom de baixa
intensidade sobre o local da falha 6ssea
radial.

Durante os dez dias de aplicagao do ultrassom pulsado de baixa intensidade
nao se utilizou qualquer método de contenc¢ao quimica.

4.6 Avaliacao pds-operatoria
4.6.1 Avaliacao clinico-cirurgica
Os coelhos foram observados diariamente até o momento da eutanasia, a fim

de se verificar qualquer reacao tecidual na cicatriz cirirgica e eventual claudicagao
no decorrer do tempo de avaliagao.

'3 Gel para acoplamento ultrassénico -ECG Carci Ind. e Com. de Apar. Cirdrgicos e Ortopédicos Ltda, Sdo
Paulo-SP



4.6.2 Avaliacao radiografica

Todos os animais tiveram os membros toracicos (direito e esquerdo)
radiografados no pds-operatédrio imediato, décimo quinto e trigésimo dia. Aqueles
que foram sacrificados apenas no quadragésimo quinto dia, tiveram os membros
toracicos (direito e esquerdo) radiografados também no dia 45. A classificacdo
radiogréfica teve como base o sistema de escalas Lane e Sandhu (1987),
apresentado no Quadro 3.

Quadro 3 - Descricao dos parametros de formacdo 6ssea segundo o sistema de
escala de Lane e Sandhu (1987).
Formacao 6ssea Escore

Sem evidéncia de formacao 6ssea 0
Formagao éssea ocupando 25% da falha 6ssea
Formacgéo 6ssea ocupando 50% da falha 6ssea
Formacgéo 6ssea ocupando 75% da falha 6ssea

A WO N =

Falha 6ssea completamente preenchida

Para padronizacdo do exame radiografico utilizou-se as projecdes cranio-
caudal e médio-lateral de ambos os membros toracicos. Desta forma é possivel
afirmar se o crescimento 0sseo ocorre no centro da falha ou lateral a ela. A técnica
radiografica empregada foi de 37 kV, 200mA e 4,0mAs. A realizacdo dos exames
radiograficos foi realizado no Setor de Radiologia, do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP,
Jaboticabal, S.P. Neste setor o aparelho de raios-X é o de modelo Tridoros 912 E'®
com mesa teleciclonégrafa com capacidade para 800mA, equipada com grade anti-
difusora Potter-Bucky. Utilizou-se os filmes radiograficos T-Mat G/RA'” montados

em chassi metélico com par de écrans intensificador Laux Regular'®. A revelacéo e

16 Siemens -Alemanha
17 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda
18 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda



fixacdo dos filmes, identificados previamente por impressdao luminosa com

processador automatico modelo X-OMAT 2000'°.
4.6.3 Avaliacao Histomorfométrica

Ao final de 30 e 45 dias, os coelhos foram eutanasiados. Os fragmentos
0sseos no local da falha foram colhidos e fixados em formalina a 10% por, no
minimo quatro dias. Em seguida as amostras ésseas foram submetidas ao
processo de descalcificacdo em solugcédo de acido férmico a 30% e citrato de sddio
a 20%.

Apbés a descalcificacdo, os fragmentos foram desidratados em etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em Histosec® (parafina e resina plastica). Apds a
microtomia semi-seriada (intervalo de 50um), os cortes histoldégicos com espessura
de 5um foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina e analisados em
microscopio optico.

Os parametros investigados foram [nomenclatura padronizada pela “American
Society of Bone and Mineral Research” (PARFITT, 1988)]:

e indice que expressa a formacdo dssea: Superficie Osteoblastica. Para
determinar a superficie osteoblastica (SO), utilizou-se a lente de
sobreposicao tragada com linhas e pontos de intersec¢ao acoplada a ocular
com aumento de 20x e objetiva de 10x (RAFFI MENDEZ, RIET-CORREA,
1997). Foram contados os pontos de interseccdo que incidiram sobre a
superficie osteoblastica, expressando o valor final em porcentagem, de

acordo com a seguinte férmula matematica:

SO= Numero interseccdes que incidiram sobre os osteoblastos x 100

Numero total de intersecgdes
 indice que expressa quantidade de tecido ésseo: Volume trabecular. Para o

calculo do volume trabecular utilizou-se uma lente de sobreposicdo com 100

19 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda
20 Merck — Darmstadt, Alemanha.



pontos acoplados a ocular de 10X, utilizando objetiva de 20x (RAFFI, MENDEZ,
RIET-CORREA, 1997). Foram contados os pontos que incidiram sobre as
trabéculas Osseas estabelecendo-se o valor em percentual, de acordo com a

seguinte formula:

VTO= Numero pontos sobre trabéculas x 100

Numero total de pontos
e indice que expressa reabsorcdo déssea: indice Osteoclastico. Para o célculo
deste indice, contaram-se todos os osteoclastos observados em determinada
area (REVELL, 1983), sendo expresso como n2 osteoclastos/mm? (PARFITT,
1988). Neste experimento a area para contagem foi de 321 x 240um (0,08mm?).
Para estas analises e fotodocumentacdo foi utilizado o microscopio Leica
DM5000B acoplado ao software LAS- Leica Application Suite 2.5.1.. A preparagao
histolégica das laminas, analises histolégicas e morfométricas do osso foram
realizadas no Departamento de Morfologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP de Jaboticabal, S.P.

4.6.4 Mensuracao da fosfatase alcalina sérica

Diferentes amostras de sangue foram colhidas nos tempos MO- tempo zero
(imediatamente antes ao procedimento cirargico), M1, M2, M3 e M4 (7, 14, 21 e 28
dias ap6s o procedimento cirurgico, respectivamente). No caso dos animais que
foram eutanasiados no quadragésimo quinto dia, realizou-se a colheita de sangue
também nos tempo M5 e M6 (35 e 42 dias apds o procedimento cirurgico,
respectivamente). Para colheita de sangue, introduziu-se uma agulha hipodérmica
25x0,802' na veia marginal da orelha do coelho previamente contido em uma caixa
de contencdo. Por meio de gotejamento, colheu-se uma amostra de
aproximadamente 2mL. O sangue foi centrifugado a 1.048,13G?* e o soro
armazenado em tubo tipo Eppendorf?®, em seguida congelado a 20°C negativos

> BD PrecisionGlide —Curitiba, PR
22 Centrifuga Excelsa Baby 1206 -FANEM —Sio Paulo, SP
* tubo tipo Eppendorf- AlfaMaré- Instrum. Cientificos Médicos Ltda — Uberaba, MG



para posterior analise. Com a finalidade de uniformizar as amostras de sangue e
reduzir os efeitos do ciclo circadiano, elegeu-se o periodo da manha (10h ao 12h)
dos dias determinados para colheita de sangue.

Para mensuracdo dos valores séricos de fosfatase alcalina, empregou-se o
sistema de determinagdo em modo cinético da fosfatase alcalina no soro®*, e um
analisador semi-automatico®. Estas andlises foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP Campus de Jaboticabal, SP.

4.6.5 Analise estatistica

Para estudo comparativo da eficacia da aplicacdo do agente fisico (ultrassom
pulsado de baixa intensidade) e bioquimico (proteina morfogenética 6ssea) sobre a
consolidacéo éssea do radio de coelhos, foi utilizado o delineamento experimental
em parcelas subdivididas no membro toracico de cada coelho (avaliacao
morfométrica), subdivididas no tempo (analise fosfatase alcalina sérica) e no
posicionamento (avaliagdo radiogréfica); havendo para todas as analises seis
grupos experimentais e quatro repetigdes.

Para realizar a andlise estatistica de cada perfil estudado (classificagdo
radiografica, mensuracdo da fosfatase alcalina sérica e parametros
histomorfométricos), foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.

Esta andlise estatistica foi efetuada pelo programa SAS®, no Departamento de
Ciéncias Exatas da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP —

Campus de Jaboticabal- SP

** Fosfatase Alcalina Liquiform —Labtest, Lagoa Santa -MG
 fotocolorimetro semi-automético marca LabQuest - Lagoa Santa —-MG
26 SAS Institute Inc. SAS Online Doc® 9.1.3. SAS/STAT Cary, N.C., 2004



5 RESULTADOS

A seguir sdo apresentados na forma de itens, os resultados referentes a
avaliacao clinica pés-operatéria, acompanhamento radiografico, mensuragédo da
fosfatase alcalina sérica e avaliagdo histomorfométrica éssea de todos os grupos

experimentais deste estudo.

5.1. Avaliacao Clinica pés-operatoria

Nao houve qualquer complicacdo cirdrgica ou anestésica durante o
procedimento de confeccdo da falha éssea do radio direito e esquerdo dos coelhos
de todos os grupos experimentais. Mesmo ap6s a confeccdo da falha déssea
bilateral, todos os coelhos apresentaram pouca dificuldade de movimentacao,
sendo relativamente mais notdria nos trés primeiros dias do periodo pds-operatorio,
quando receberam a administragcao do cloridrato de tramadol.

Nao houve complicacdo da ferida cirdrgica durante todo o periodo de
avaliagdo péds-operatéria. No entanto, notou-se o aumento de volume de
consisténcia macia na regidao da ostectomia nos coelhos do grupo experimentais
que receberam o implante de gel de quitosana ativado ou nao (Glll, GIV, GV e
GVI).

Dispensou-se a utilizacdo de contengdo quimica tanto para a terapia com
ultrassom pulsado de baixa intensidade quanto para cuidados topicos da ferida
cirurgica. Apenas para o procedimento radiografico utilizou-se a acepromazina
(0,5mg/kg, via intramuscular) a fim de evitar qualquer lesao iatrogénica durante a
manipulagao e posicionamento do animal.

Todos os animais mantiveram o comportamento, ingestao de agua e racao

em niveis normais. Nao houve qualquer alteragao clinica digna de nota.



5.2. Avaliagao radiografica

Por meio das imagens radiogréaficas do pos-operatorio imediato confirmou-se
a regularidade e padronizagéo dos sitios de todas as ostectomias.

Como esperado, os locais da falha Ossea apresentaram-se totalmente
radioluscentes até mesmo aqueles que receberam o gel de quitosana ativado ou
nao com a rhBMP-2 (Figura 6). Com o tempo pbéde-se observar o aumento da
radiopacidade no local da falha ou em suas adjacéncias, decorrente do processo

ativo de consolidacao Ossea.

Figura 6 - Imagem radiografica do pés-operatério imediato demonstrando a
radioluscéncia no local da falha éssea, (A) radio esquerdo do coelho
5 (Gll), livre do gel de quitosana, e (B) radio direito do coelho 14
(GIV) com falha 6ssea preenchida com gel de quitosana (setas).

No décimo quinto dia pds-operatério houve aumento da radiopacidade,
compativel com crescimento 6sseo, no local da falha éssea. Embora a amplitude
do defeito 6sseo ainda fosse grande, observou-se a presenca de reacao
periosteal e inicio da formacao de ponte éssea. Este fato foi observado em todos

0S grupos, porém, com menor intensidade nos coelhos dos grupos Il e IV. Nos



coelhos destes grupos (GlIl e GIV) também foi observado aumento de
radiopacidade tipo tecido mole sobre o local da falha éssea, contudo, acredita-se
que este seja decorrente do infiltrado inflamatério devido a presenca do gel de
quitosana. Os coelhos dos grupos V e VI receberam o gel de quitosana ativado
com a proteina morfogenética O6ssea, e contrariamente ao observado nas
radiografias dos coelhos dos grupos que receberam o gel de quitosana livre da
proteina, ndo foi observado aumento da radiopacidade local decorrente da

presenca do gel (Figura 7).

Figura 7 -Imagem radiogréafica do décimo quinto dia pos-operatério do defeito
0sseo em radio de coelhos. Em A, a falha éssea foi preenchida com
gel de quitosana néo ativado; em B o gel introduzido na falha estava
ativado com a rhBMP-2. Note a radiopacidade tipo tecido mole
presente em A (setas) e ausente em B.

Considerando-se o trigésimo dia pos-operatério, foi observado aumento na
radiopacidade local, com formagéao de ponte 6ssea em estagio mais avangado e
reducao da area de radioluscéncia da falha. Os melhores resultados radiograficos
pertenciam aos grupos Gl, Gll, GV e GVI. A amplitude da érea de radioluscéncia
do defeito 6sseo nas radiografias dos grupos Glll e GIV ainda eram maiores do
que dos grupos restantes.

As radiografias do quadragésimo quinto dia pds-operatério revelaram que a

formacgéo de tecido 6sseo novo no local da falha do radio, foi melhor nos grupos



Gl, Gll, GV e GVI. Nao houve o preenchimento completo de falha 6ssea no Glll, e
apenas um no grupo GIV (coelho 16, radio direito). A formagédo de ponte 4ssea,
reducdo da linha radioluscente tornaram-se mais evidentes.

A Quadro 4 representa a avaliagao radiolégica comparativa dos grupos. Em
seguida, as Figuras 8 a 13 apresentam as imagens radiograficas sequenciais

representativas de cada grupo experimental.

Quadro 4 - Achados radiograficos nos diferentes grupos
experimentais nos dias 15, 30 e 45 do periodo pds-
operatorio.

REACAO FORMAQAO PONTE
PERIOSTEAL OSSEA

15 dias Gl + +

15 dias Gl +/++ +/++

15 dias GllI - -

15 dias GIV -/+ -/+

15 dias GV + +

15 dias GVI ++ ++

30 dias Gl ++ ++

30 dias Gl ++ +++

30 dias Glll + -/+

30 dias GIV + -/+

30 dias GV ++ +++

30 dias GVI +++ +++
45 dias Gl ++ +++
45 dias Gl +++ +++
45 dias Gl +/++ +/++
45 dias GIV +/++ +/++
45 dias GV +++ +++
45 dias GVI +++ +++

(-) ndo observado, (+) observado com pouca intensidade, (++)
observado com intensidade moderada e (+++) observado com
intensidade elevada

Gl - controle, Gll — ultrassom, GllI-gel de quitosana, GIV - gel de
quitosana e ultrassom, GV - gel de quitosana ativado com rhBMP-2
e GVI — gel de quitosana ativado com rhBMP-2 e ultrassom



Figura 8 - Imagem radiografica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e
quadragésimo quinto dia (C) pds-operatério de falha éssea em radio de
coelho do Gl (controle). Projecées médio-laterais. As setas indicam a
formagao de ponte éssea, denotando preenchimento parcial do defeito
0sseo. Embora seja possivel observar ainda uma linha de
radioluscéncia, o preenchimento da falha foi quase completo.

Figura 9 - Imagem radiografica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e quadragésimo
quinto dia (C) po6s-operatério de falha 6ssea em radio de coelho do Gll
(ultrassom). Projecdes médio-laterais. Observe a formagao de ponte 6ssea
(seta) que preenche quase toda a falha logo no décimo quinto dia.



Figura 10 - Imagem radiogréafica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e quadragésimo quinto
dia (C) pés-operatério de falha 6ssea em radio de coelho do Glll (gel de
quitosana). Projegbes médio-laterais. Note a reagdo periosteal (seta amarela) e
pequena formacdo de ponte déssea (seta vermelha), denotando baixo

preenchimento da falha éssea, até mesmo no Ultimo periodo de avaliagcdo (45
dias).

Figura 11 - Imagem radiografica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e quadragésimo quinto
dia (C) pés-operatério de falha 6ssea em radio de coelho do GIV (gel de
quitosana e ultrassom). Projecbes médio-laterais. Note a sutil reagédo periosteal
no décimo quinto dia (seta amarela) com baixo preenchimento da falha éssea.
Apenas no trigésimo dia foi possivel observar a formacédo de ponte 6ssea (seta
vermelha), ainda com baixo indice de preenchimento da falha.



Figura 12 - Imagem radiografica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e quadragésimo quinto dia
(C) pbs-operatério de falha dssea em radio de coelho do GV (gel de quitosana
ativado com rhBMP-2). Projecées médio-laterais. E possivel observar o inicio da
formacdo da ponte éssea (seta vermelha) ja nos primeiros quinze dias (A), com
aumento do preenchimento no trigésimo dia e fechamento completo da falha no
quadragésimo quinto dia (C).

Figura 13 - Imagem radiografica do décimo quinto (A), trigésimo (B) e quadragésimo quinto
dia (C) pés-operatério de falha 6ssea em radio de coelho do GVI (gel de
quitosana ativado com rhBMP-2 e ultrassom). Projecdes médio-laterais. Note o
preenchimento quase completo da falha 6sseo no décimo quinto dia (A) com
formacao de ponte Ossea (seta vermelha) e reagdo periosteal (seta amarela)
intensa. Na Ultima avaliagao radiografica (C), observa-se o preenchimento

completo do defeito dsseo.



Em algumas radiografias dos grupos que receberam o gel de quitosana, ativado
ou néo, foi possivel visibilizar a formacao de ponte 6ssea lateralizada. Desta forma,
justifica-se a divergéncia de classificagdo do escore radiografico da mesma falha em
diferentes projecdes (médio-lateral versus cranio-caudal).

A classificagdo do grau de preenchimento ésseo baseou-se no sistema de
escala de Lane e Sandhu (1987), e é apresentada em forma de quadros de acordo com
0 grupo experimental (Quadro 4 a 15)

Quadro 5 - Classificacao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo controle (Gl). — Projecdo médio-lateral

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
MLD/MLE
C1 0/0 3/3 4/4 -/-
C2 0/0 2/3 3/3 -/-
C3 0/0 0/0 3/2 3/2
c4 0/0 3/3 4/3 4/4

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 6 - Classificacao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo controle (Gl) — Projecéo cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C1 0/0 2/2 4/3 -/-
Cc2 0/0 3/3 3/3 -/-
Cc3 0/0 0/0 2/2 3/2
C4 0/0 2/3 4/4 4/3

CrCabD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha éssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)



Quadro 7 - Classificagao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo ultrassom (Gll). — Projecdo médio-lateral

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
MLD/MLE
C5 0/0 2/2 4/3 -/-
Ccé6 0/0 3/4 4/4 -/-
c7 0/0 22 3/3 4/4
(03] 0/0 3/3 3/3 4/4

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha 6ssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 8 - Classificagao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo ultrassom (Gll) — Projecao cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C5 0/0 2/2 4/4 -/-
Ccé6 0/0 3/3 4/4 -/-
Cc7 0/0 3/2 3/4 4/4
C8 0/0 3/3 3/3 3/3

CrCaD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 9 - Classificagcao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana (Glll) — Projecdo médio-lateral.

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
LD/LE
Cc9 0/0 0/0 11 -/-
C10 0/0 1/0 1/0 -/-
C11 0/0 01 11 3/2
Ci12 0/0 0/0 21 3/3

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha 6ssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)



Quadro 10 - Classificacdo radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana (Glll) — Projecéo cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C9 0/0 0/0 2/2 -/-
C10 0/0 1/0 1/0 -/-
C11 0/0 01 2/3 3/3
C12 0/0 i 2/3 3/3

CrCabD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): néo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha 6ssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 11 - Classificacdo radiogréfica relativa ao preenchimento da falha 6ssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana e ultrassom (GIV) — Projegéao

médio-lateral
COELHOS Pos-operatoéria 15 dias 30 dias 45 dias
MLD/MLE
c13 0/0 0/0 1M1 -/-
c14 0/0 1M1 2/2 -/-
C15 0/0 0/0 1/0 21
C16 0/0 1/0 3/2 4/3

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 12 - Classificacao radiografica relativa ao preenchimento da falha 6ssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana e ultrassom (GIV) — Projecao
cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C13 0/0 0/0 11 -/
C14 0/0 11 2/2 -/
Ci15 0/0 0/0 1/0 21
C16 0/0 0/0 3/2 4/3

CrCabD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): n&o aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)



Quadro 13 - Classificagao radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana e rhBMP-2 (GV).-Projecao
médio-lateral

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
LD/LE
C17 0/0 313 4/4 -/-
C18 0/0 2/0 4/2 -/-
C19 0/0 3/2 4/3 4/3
C20 0/0 [V} 11 3/3

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha 6ssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 14 - Classificacdo radiogréfica relativa ao preenchimento da falha 6ssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana e rhBMP-2 (GV) — Projecao
cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C17 0/0 3/3 4/4 -/-
C18 0/0 1/0 41 -/-
C19 0/0 4/3 4/3 4/3
C20 0/0 01 i 3/3

Legenda: CrCaD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha éssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Quadro 15 - Classificacédo radiogréfica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo quitosana ativada com rhBMP-2 e
ultrassom (GVI) —Projecdo médio-lateral

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
MLD/MLE
C21 0/0 1/2 3/3 -/
C22 0/0 4/4 4/4 -/
Cc23 0/0 1/2 4/2 4/3
C24 0/0 11 3/3 3/3

MLD, médio-lateral direito; e MLE, médio-lateral esquerdo

(-): ndo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha éssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha éssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)



Quadro 16 - Classificagdo radiografica relativa ao preenchimento da falha éssea segundo a escala
de Lane e Sandhu (1987) referente ao grupo controle (GVI) — Projecéo cranio-caudal

COELHOS Pos-operatoria 15 dias 30 dias 45 dias
CrCaD/CrCaE
C21 0/0 12 3/3 -/-
C22 0/0 i 4/4 -/-
c23 0/0 21 3/3 4/3
C24 0/0 i 3/3 3/3

CrCabD, cranio-caudal direito, CrCaE, cranio-caudal esquerdo

(-): néo aferido

(0) -Sem preenchimento da falha 6ssea, (1) — preenchimento de até 25% da falha 6ssea, (2) — preenchimento de até 50% da
falha 6ssea, (3) — preenchimento de até 75% da falha 6ssea e (4) — falha 6ssea completamente preenchida (LANE e
SANDHU, 1987)

Por meio do Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, foi observado
que houve uma diferenca estatistica entre grupos, onde foi observada
superioridade da média dos grupos Gl, Gll, GV e GVI sobre os grupos Glll e GIV.

Independentemente do grupo, a média do escore referente ao tempo de 45
dias (3,2083) foi superior a média do tempo 30 dias (2,6042); porém nao houve
diferenca estatistica entre estes periodos. Contudo os dados referentes ao tempo
de 15 dias (média 1,4375) diferiram estatisticamente dos obtidos nos tempos 30 e
45 dias.

Embora se tenha notado diferenca na classificagdo radiografica individual
frente aos diferentes posicionamentos, ndo houve diferenga estatistica entre os
escores atribuidos para as radiografias em projecao médio-lateral e cranio-caudal
do mesmo membro (direito ou esquerdo). Todavia, ao analisar comparativamente
os dados referentes a classificacdo radiografica de cada projecdo de ambos os
membros (direito e esquerdo), a média relativa a projecdo médio-lateral direita
diferiu estatisticamente das médias das outras projecdes (médio-lateral esquerda,
cranio-caudal direito, cranio-caudal esquerdo). Observou-se que as médias da
classificacao radiogréafica de ambas as projecdes do membro toracico direito foram

superiores as médias obtidas para o membro esquerdo.



5.3 Mensuracao da fosfatase alcalina (FA)

Em decorréncia do processo ativo de consolidagdo Ossea, foi constatado
que a concentracdo sérica da fosfatase alcalina de cada coelho foi superior ao
intervalo da normalidade que varia entre 4,1 e 16,2U/L (COLLINS, 1988). Contudo,
o perfil cronoldgico crescente foi observado mais intensamente no grupo GVI, onde
os coelhos receberam o gel de quitosana ativado bem como o tratamento com o
ultrassom pulsado de baixa intensidade. Os grupos GlI, GIl e GV também
apresentaram perfil crescente dos valores de FA, porém com valores médios

inferiores aos do grupo GVI (figura 14).
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Figura 14 - Valores médios da concentragéo da fosfatase alcalina sérica (U/L) de coelhos
pertencentes aos grupos Gl, Gll, Glll, GIV, GV e GVI nos diferentes momentos
(MO a Me6). O perfil crescente dos valores dessa enzima sérica foi observado
nos grupos Gl, Gll, GV e GVI, este ultimo apresentando as maiores médias a
partir de M1. O perfil dos valores da FA sérica em Glll e GIV, embora variavel,
foi decrescente



Por meio do Teste de Tukey a 5% de probabilidade, verificou-se que apenas
os valores obtidos Grupo VI apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos
outros grupos. A mesma andlise estatistica permitiu verificar que néo houve
diferenca estatistica dos valores de fosfatase alcalina sérica entre os diferentes
momentos de colheita (MO a M6). Os grupos que apresentaram as maiores medias
e perfil de concentracdo crescente sdo aqueles que apresentaram as melhores

taxas de preenchimento do defeito 6sseo, sendo o contrario verdadeiro.

5.4. Avaliacao Histolégica

Foi possivel observar a formagdo de 0sso novo em meio a area ostectomizada
nas diversas laminas de diferentes grupos, porém este processo de consolidagcao
Ossea apresentou algumas variacées decorrentes dos diferentes tratamentos aos quais
os coelhos foram submetidos. Os achados histologicos referentes a cada grupo
experimental sdo apresentados na forma de itens, de acordo com o tempo (30 e 45
dias).

5.4.1 Trinta dias

Em relacdao as laminas histolégicas do radio dos coelhos eutanaziados no
trigésimo dia pds-operatoério, foi observada a presenca de um processo ativo de
consolidacdo éssea endocondral, com presenga de uma camada de fibroblastos,
condrdcitos hipertrofiados, osso imaturo e maduro. Considerando-se o local ostectomia,
notou-se intensa populagdo de células osteogénicas ativas no processo de
consolidacao 6ssea, tais como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Nas amostras
histolégicas do grupo I, Il e V, notou-se hiperplasia de tecido cartilaginoso, ja nas
amostras do grupo VI havia maior grau de maturagdo das lacunas e inicio de
organizacao do osso lamelar.

Embora presente, a formacdo do calo e dos colares 6sseos nas laminas

histologicas dos grupos Ill e IV parecia estar inibida frente ao grande infiltrado



inflamatério, composto por neutréfilos ativados, debris celulares, dreas de necrose e
células fagociticas que permeavam a falha éssea. Quando submetida a coloracéo de
HE, a quitosana, que possui carater acidofilico, adquiriu coloracdo vermelha intensa
(Figura 15). Em todas as laminas em que estava presente (todas do grupo lll e IV, e
algumas do grupo V) esta estrutura estava circundada por rico processo inflamatorio
compativel com reagdo granulomatosa de corpo estranho. Em meio a este processo
inflamatdrio havia pouca formagdo de osso e, em algumas laminas observou-se até
mesmo preservacao da regularidade das bordas do defeito 6sseo. Neste ultimo caso,
houve crescimento ésseo apenas em porcdes 0sseas periosteais proximais e/ou distais
dos fragmentos 6sseos, com pouca ou nenhuma evolugdo para o centro da area

ostectomizada.
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Figura 15 - Fotomicrografia da regido de implante do gel
de quitosana no radio de coelho, eutanasiado
aos 30 dias de pos-operatério em que se
constatam a presenca de fibras de quitosana
(ponta da seta vermelha), infiltrado
inflamatério  (estrelas amarelas), tecido
fibrosos (tridngulo azul) e osso mineralizado
(losango verde). (Histosec, HE, 40X)

Como descrito no item Material e Métodos, os coelhos dos grupos V e VI
receberam o gel ativado com a rhBMP-2 contudo, a quitosana caracterizada como uma
estrutura vermelha descrita anteriormente foi encontrada apenas em algumas laminas

do grupo V, e em pequena quantidade no grupo VI (figura 16C e 16D). Nas laminas



livres da presenca das fibras de quitosana e do infiltrado inflamatério, observou-se
melhor formagédo de osso novo havendo, em sua maioria, formacdo de ponte éssea e
preenchimento parcial ou total da falha (figura 16A e 16B).

Em todos os cortes histolégicos em que foi encontrada, a quitosana sempre se
apresentou envolvida por infiltrado inflamatério, sem haver sinais de processo de
consolidacado 6ssea em areas imediatamente adjacentes ao gel. No caso dos cortes
histologicos do GV, a neoformacdo 6ssea nao foi complicada pela presenca do gel,
sendo observada em apenas algumas laminas. Quando presente notou-se organizacao
deste processo inflamatério, circundado por tecido fibroso.

A Figura 16 apresenta os achados histologicos de cada grupo experimental dos

coelhos eutanasiados aos trinta dias de pds-operatorio.



Figura 16 - Fotomicrografia de cortes das areas de falha 6sseas induzidas
experimentalmente na diéfise do radio de coelhos pertencentes ao
Gl (A), GlI (B), Glll (C), GIV (D), GV (E) e GVI (F), eutanasiados
aos trinta dias de pds-operatério. As imagens em que se observa
maior quantidade de osso em meio a falha éssea séo: A, B, Ee F.
Embora exista osso neoformado, é possivel observar que o
infiltrado inflamatério em C e D (triangulos amarelos) ocupam a
maior area da falha. Em D nota-se que o infilirado inflamatério é
organizado, estando envolvido por tecido fibroso (losango azul).
Em C, o infiltrado inflamatério que envolve o gel assume carater
nao organizado (Histosec, HE, 10x).




5.4.2 Quarenta e cinco dias

Os achados nos cortes histolégicos dos grupos experimentais no tempo de 45
dias foram semelhantes aqueles observados no tempo de 30 dias, porém, pode-se
afirmar que a formagéo do osso novo e preenchimento da falha 6ssea foram maiores.
Este fato foi mais evidente para os grupos Gll e GVI, constituido em sua maior parte
por 0sso maduro.

Tal formacao do calo 6sseo foi diminuta nos grupos que receberam o gel de
quitosana nao ativado (Glll e GIV), incluindo até mesmo aquele que recebeu a
estimulacdo ultrassénica (GIV). A quitosana e o infiltrado inflamatério circundante
também foram observados em alguns cortes histolégicos do grupo GV que recebeu o
gel ativado com a rhBMP-2, porém em pequena quantidade nas Iaminas dos cortes
que receberam o gel ativado associado a terapia com ultrassom (GVI).

Os achados histolégicos da falha 6ssea dos coelhos eutanasiados aos 45 dias
de pds-operatério sdo apresentados na Figura 17 e compreende todos 0s grupos

experimentais deste estudo.



Figura 17 - Fotomicrografia de cortes das areas de falha 6sseas induzidas
experimentalmente na diéfise do radio de coelhos pertencentes ao
Gl (A), GlI (B), Glll (C), GIV (D), GV (E) e GVI (F), eutanasiados
aos quarenta e cinco dias de poés-operatério. Observa-se que o
preenchimento da falha 6ssea foi mais intenso em A, B, Ee F. Em
C e D ainda é possivel observar a permanéncia do gel de
quitosana envolvido pelo infiltrado inflamatério (triangulo amarelo)
e por tecido fibroso (losango azul). Nota-se progresso maior do
processo de consolidagdo éssea em E e F, onde se observa a
organizagdo do osso lamelar com menor ndmero de espagos
trabeculares.(Histosec, HE, 10x).



5.5 Avaliacao Histomorfométrica

Embora a escolha do campo tenha sido ao acaso, consideraram-se apenas as
areas da falha éssea. Foram feitos quatro cortes de cada falha éssea, totalizando 192
cortes histologicos. Para obtencao dos valores referentes ao indice de osteoclastos, as
contagens foram repetidas em oito campos diferentes de cada corte, totalizando 768
leituras. Para a mensuragéao do volume trabecular 6sseo e da superficie osteoblastica,
o procedimento foi repetido duas vezes em cada corte histolégico, totalizando 384

leituras.
5.5.1. indice de osteoclastos

Os valores referentes ao total de osteoclastos por campo foram analisados por
meio de analise estatistica (Teste de Tukey com probabilidade a 5%). Verificou-se que
nao houve diferenca estatistica entre os grupos nem mesmo entre os tempos (30 € 45
dias). A Tabela 1 apresenta os dados referentes a este parametro histomorfométrico do
grupo e de cada periodo (30 e 45 dias).

Tabela 1 - Médias e desvio padrao do nimero de osteoclastos observados por area
(mm?) em relagéo ao grupo e ao tempo (30 e 45 dias) — indice Osteoclastico
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MEDIA MEDIA MEDIA

Grupo 30 DIAS 45 DIAS GRUPO
Gl 6,62+3,75 9,50+2,62 8,08+3,20
el 8,50+5,50 6,25+2,50 7,38+4,00
Glll 9,38+5,38 7,88+6,12 8,63+5,75
GIV 8,25+2,00 16,38+7,5 12,32+4,94
GV 11,38+4,50 11,38+5,38 11,38+4,94

GVI 11,00+5,00 11,00+2,25 11,00+3,62




5.5.2 Superficie Osteoblastica

A mensuracao da superficie osteoblastica demonstrou correlagao direta com o
preenchimento 6sseo da falha, ou seja, observou-se que os maiores valores (médias
por grupo) foram encontrados nos cortes histolégicos dos coelhos que apresentaram
melhor taxa de consolidagdo O6ssea. A Tabela 2 apresenta os dados referentes a
porcentagem de superficie osteoblastica observadas em cada grupo, aos 30 e 45 dias

do pds-operatorio.

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo da porcentagem da superficie
ocupada por osteoblastos (superficie osteoblastica) de
acordo com o grupo, aos 30 e 45 dias.

GRUPO MEDIA 30 DIAS MEDIA 45 DIAS MEDIA POR GRUPO

% % %
Gl 76,89+23,14 86,04+3,17 79,82+15,61
Gll 86,33+2,56 82,39+16,22 84,36+10,98
Gl 69,76+46,77 87,63+3,30 78,69+32,14
Glv 81,03+3,50 77,32+19,09 79,18+12,86
Gv 94,10+3,16 91,95+3,80 93,02+3,44
GVI 96,26+2,54 96,99+2,29 96,62+2,27

Por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade, observou-se que ndao houve
diferenca estatistica dos valores relativos a superficie osteoblastica entre grupos, nem
mesmo entre os tempos. Contudo, se nota que as médias estdo correlacionadas
diretamente com as taxas de preenchimento 6sseo da falha. Ordenando os grupos em
ordem decrescente, obtemos a seguinte sequéncia: GVI>GV>GlI>GI>GIV>GlIL.

5.5.3 Volume Trabecular Osseo

As médias do volume trabecular 6sseo do osso neoformado na regido do defeito
do radio dos coelhos também foram maiores para 0s grupos que apresentaram
melhores taxas de preenchimento da falha (GVI>GV>GII>GI>GIV>GlIl). Estes dados
sao apresentados na Tabela 3 que apresenta as medias e desvio padrdao de cada um
dos grupos, nos diferentes tempos.



Tabela 3 - Médias e desvios padrao da porcentagem do volume
trabecular 6sseo de acordo com o grupo, aos 30 e

45 dias.
GRUPO MEDIA 30 DIAS MEDIA 45 DIAS MEDIA GRUPO
% % %

Gl  58,18+11,86 68,39+17,02 63,28+18,56
Gl 64,90+21,68 64,08+18,86 64,49+21,59
Glll  55,00+14,44 51,75+10,94 53,38+11,99
GIV  38,86+28,18 76,75+6,18  57,81+27,69
GV 71,25+14,29 70,86+7,53  71,06+10,58
GVl  80,31+8,14 85,81+6,39 83,06+7,39

Por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade, observou-se que houve
diferenca estatistica entre os grupos, onde o GVI diferiu estatisticamente do Glll. A
analise permitiu também, verificar que nao houve diferenca estatistica das variaveis em
relacdo ao tempo. No entanto, observa-se que as maiores médias pertencem aos
grupos que apresentaram as melhores taxas de preenchimento ésseo da falha. Ao
ordenar os grupos de acordo com suas respectivas médias, observa-se que a mesma
sequéncia decrescente apresentada para superficie trabecular, repete-se para esta
variavel (GVI>GV>GII>GI>GIV>GlI).



6 DISCUSSAO

Embora exista extensa literatura sobre a aplicacdo do ultrassom pulsado de
baixa intensidade no reparo das fraturas, existe pouca informagdo sobre seu
mecanismo molecular de agédo. A proteina morfogenética éssea ja possui seu
mecanismo de acao delineado, porém poucas pesquisas analisaram os efeitos de
sua associacdo com ultrassom. Este estudo se prop6s a avaliar os efeitos de dois
tratamentos que atuam em diferentes propriedades ésseas, a osteoinducéo e a
piezoeletricidade. Atendendo a esta proposta, empregou-se o ultrassom pulsado de
baixa intensidade e a proteina morfogenética 6ssea como fontes de estimulacao,
avaliando comparativamente os resultados de cada grupo experimental, bem como
da associagao entre as duas terapias.

De maneira semelhante, Sant’Anna et al. (2005) analisaram os efeitos do
ultrassom pulsado de baixa intensidade, da proteina morfogenética 6ssea e da
associacao entre ambos os tratamentos sobre a expressao génica de uma cultura
de células estromais da medula 6ssea de ratos. Como conclusdo, estes
pesquisadores confirmaram a auséncia da sinergia entre os dois tipos de
estimulacdao do metabolismo celular. Com a finalidade de avaliar comparativamente
os efeitos dos dois tipos de tratamentos, bem como a associacao de ambos in vivo,
se firma a importancia desta pesquisa aqui descrita.

Inimeros estudos confirmam os efeitos benéficos da estimulagao
ultrassdnica sobre a consolidacdo Ossea, dentre eles cita-se o recente estudo
conduzido por Moraes (2006) que apresenta como conclusao a afirmativa de que o
ultrassom pulsado de baixa intensidade reduz o tempo de reparacao éssea de
falhas induzidas em radios de coelho. O mesmo autor afirma a eficacia do implante
no preenchimento da falha, tendo melhora dos resultados ao associar o tratamento
ultrassoénico. Pode-se afirmar que os resultados obtidos, foram semelhantes
aqueles relatados por Moraes em 2006, uma vez que os achados radiogréficos,
histolégicos e histomorfométricos dos grupos que receberam a terapia ultrassénica

foram superiores aos grupos que nao a receberam.



As médias histomorfométricas dos parametros que indicam a taxa de
formacgéo (superficie osteoblastica — SO) e a quantidade de tecido 6sseo (volume
trabecular ésseo — VTO) foram superiores nos grupos que receberam a terapia
ultrassénica. Ou seja, os grupos Gll, GIV e GVI apresentaram superioridade em
relagdo aos grupos Gl, Gl e GV respectivamente. Estes achados
histomorfométricos indicam que a acao do ultrassom pulsado de baixa intensidade
foi benéfica, até mesmo quando utilizado nas falhas 6sseas preenchidas com a
quitosana ativada ou ndo. Dentre todos os grupos, a média do GVI foi superior,
sugerindo a hipbtese de interacdo sinérgica entre o ultrassom e a proteina
osteoindutora, fato este que contradiz a afirmacéo do estudo in vitro conduzido por
Sant’anna et al. (2005).

O efeito sinérgico da proteina e do ultrassom foi confirmado também por
meio da mensuragao do marcador bioquimico do metabolismo 6sseo, uma vez que
a concentragdo sérica da fosfatase alcalina total estd diretamente relacionada a
atividade osteoblastica (MOHAMADNIA et al., 2007). As médias do GVI foram
superiores as médias dos grupos restantes, o que permite a suposicao de que
realmente exista sinergismo entre os dois tratamentos.

A superioridade do GVI é confrontada com os resultados inferiores do
preenchimento 6sseo notados no Glll, em que as falhas foram preenchidas com gel
de quitosana nao-ativado. O baixo grau de preenchimento da falha 6ssea foi
secundario a presenca de infiltrado inflamatorio que envolvia o implante gelatinoso.
VandeVord et al. (2002) afirmam que a quitosana quando utilizada in vivo,
desencadeia pouca ou nenhuma formagdo de capsula fibrosa. Este fato foi
observado nos cortes histologicos do grupo Glll e GV, nos quais nado havia
formacdo da capsula. Todavia esta formagdo se fez presente nos cortes
histolégicos dos grupos que receberam o gel (ativado ou ndo) e a terapia
ultrassonica (grupos GIV e GVI respectivamente). Acredita-se que este fato tenha
ocorrido devido ao emprego do ultrassom, que possivelmente estimulou a

proliferacéao de fibroblastos ao redor do gel de quitosana.



Toriumi e Robertson (1993) afirmam que o sucesso do material osteoindutor
e dependente da eficiéncia do carreador. Dentre os diferentes tipos elegeu-se o gel
de quitosana, que segundo Lopez-Lacomba et al. (2006), possui os requisitos
essenciais para um carreador de moléculas bioativas. Contudo os resultados
obtidos pelo emprego do gel de quitosana como carreador neste experimento ndo
foram téo consistentes. Embora nos mamiferos inexista atividade enzimatica
degradativa contra a quitosana (LOPEZ-LACOMBA et al., 2006), por meio da
avaliacao histoldégica observou-se a presenca de uma reacdo inflamatéria tipo
granuloma de corpo estranho que envolvia o implante, retardando algumas vezes o
processo de avanco do tecido ésseo em formacao. Supde-se que por este motivo,
os resultados radiograficos, histomorfométricos e até mesmo do marcador
bioquimico dos grupos Glll e GIV foram inferiores ao esperado.

No estudo in vitro conduzido por Arpornmaeklong et al. (2007), a esponja de
quitosana mostrou-se um meio favoravel ao crescimento de uma linhagem de
osteoblastos de ratos, inexistindo neste caso, qualquer fator de reacéo
imunologica. Por se tratar de um estudo in vivo, deve-se considerar a atuagéo de
outros fatores, tais como respostas inflamatérias e imunoldgicas, o que justifica a
divergéncia dos resultados frente ao estudo de Arpornmaeklong et al. (2007).

Embora o carreador em forma de gel dispense procedimentos cirdrgicos
para sua implantacdo, é importante que o material possua microarquitetura que
permita o crescimento de vasos e adesdo dos tecidos dsseos (MARTINO,
SITTINGER, RISBUD, 2005). O método de preparacdo do gel de quitosana
conferiu ao implante a caracteristica de baixa porosidade, e portanto pode-se supor
que este fator tenha contribuido com crescimento deficitario do tecido ésseo em
formacdo. A taxa de degradacao da quitosana é inversamente proporcional ao grau
de desacetilagdo e, por conseguinte as formas com alto grau de desacetilagdo
tendem a permanecer no tecido durante varios meses (MARTINO, SITTINGER,
RISBUD, 2005). Este fato foi observado no presente estudo, pois até mesmo no
45° dia apds a implantagcdo do gel, a quitosana se fazia presente em meio a falha

0ssea. J& em outro estudo, afirma-se que ha correlacao direta entre o grau de



desacetilacdo da quitosana e adesao celular (MAO et al., 2004). Houve pouca
adesao de células progenitoras 6sseas no gel, porém a acao quimiotaxica positiva
para neutrofilos, relatada também por Martino, Sittinger e Risbud (2005) mostrou-se
presente neste estudo, caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério rico
em neutréfilos observado nos cortes histoldgicos dos grupos Glll, GIV e GV.

A falha das caracteristicas osteocondutoras do gel de quitosana em coelhos
foi confrontada com o bom efeito carreador do mesmo material, confirmada pelo
elevado preenchimento da falha éssea nos grupos GV e GVI. Uma vez ativada com
a proteina morfogenética 6ssea, a evolugdo da consolidacdo 6ssea se mostrou
superior aos outros grupos, principalmente quando associada a terapia ultrassénica
(GVI). Por meio deste estudo nédo é possivel afirmar se tais resultados foram
decorrentes da acao mecanica, elétrica ou térmica do ultrassom, todavia seu efeito
foi benéfico e acelerou o reparo do defeito 6sseo, mesmo na presenca do gel de
quitosana. Acredita-se que, gracas a estimulacdo ultrassbnica as médias da
concentracdo da FA, escores radiograficos, resultados histolégicos e
histomorfométricos do GIV tenham sido superiores aquelas do Glll.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi menor nos grupos que receberam
a quitosana ativada, pois até mesmo nos achados radiograficos de 15, 30 e 45 dias
ndao havia aumento de volume nem mesmo presenca de radiopacidade do tipo
tecido mole sobre a falha do radio. Este achado é corroborado pelo menor infiltrado
inflamatdrio encontrado nos cortes histologicos dos grupos GV e GVI. A discreta
quantidade do carreador nas laminas histolégicas do GVI denotam que a agao da
rhBMP-2 em favorecer a adesao celular e diferenciagcdo das células progenitoras
Osseas foram acentuadas pelo emprego associado do ultrassom pulsado de baixa
intensidade. Acredita-se que este sinergismo favoreceu a integragdo do carreador
ao tecido 6sseo em formacéo.

O processo de consolidagdo 6ssea geralmente € monitorado por meio de
avaliagoes radiograficas e clinicas seriadas do foco de fratura (DECAMP, 2003).
Todavia, a distingdo radiografica entre um caso de unido éssea retardada e néo-

unido pode ser dificil. Este fato é agravado pela limitacdo do emprego de técnicas



de diagnéstico por imagem mais avangadas na medicina veterinaria (JOHNSON;
WATSON, 2000). Justifica-se assim o emprego dos marcadores 0sseos neste
processo de monitoracdo. Elegeu-se para o presente experimento, a fosfatase
alcalina total como marcador bioquimico do metabolismo 6sseo.

Durante o processo de consolidagdo 6ssea “normal” ocorre aumento na
concentracdo da fosfatase alcalina sérica que retorna aos valores basais com a
reducdo do metabolismo osteoblastico ao final da reparacdo da fratura. A
concentragao sérica da FA nos casos de ndo unido se mantém estavel e, nos
casos de complicacdes da consolidacdo, ocorre elevacado da concentragao da FA,
porém o retorno desta ao nivel basal é retardado (KOMNENOU et al., 2005).
Embora o perfil grafico da concentracdo da FA tenha variado entre os grupos
experimentais, em nenhum dos grupos houve aumento e retorno ao valor basal
dentro do periodo de avaliacdo (até M4-28dias, ou até M6-42 dias). Apenas no
grupo quitosana (Glll) e quitosana ultrassom (GIV) o aumento da concentracao foi
pequeno, havendo decréscimo da concentragcdo no 42°dia. Nos outros grupos, a
concentracao da fosfatase alcalina permaneceu em niveis elevados até mesmo no
quadragésimo segundo dia, assumindo perfil crescente sem nenhum indicio de
retorno aos valores basais. Embora a expressao do pico de concentracdo e 0s
perfis sejam variaveis nas diferentes espécies, por meio dos resultados é possivel
supor que nos grupos Gl, Gll, GV e GVI a atividade osteoblastica se manteve ativa
até mesmo nos periodos mais avangcados de avaliagao.

Uma vez que todos os animais apresentavam-se higidos e nao receberam
qualquer farmaco com acao anti-inflamatéria, acredita-se que este aumento tenha
sido decorrente do processo ativo de reparo da falha 6ssea.

Acredita-se que a fosfatase alcalina eleita como marcador bioquimico do
metabolismo &sseo neste experimento, foi fiel aos acontecimentos, pois os
resultados foram paralelos aos achados radiogréficos, e até mesmo ao paréametro
histomorfométrico relacionado a taxa de formacgao éssea (superficie osteoblastica).

Em condicées “normais”, o defeito 6sseo que receba um implante com

caracteristicas osteocondutoras e osteoindutoras, certamente tera o processo de



consolidacdo melhorado. Uma vez que a quitosana mostrou-se um bom carreador

da rhBMP-2, acredita-se que para garantir a superioridade do reparo ésseo, a

quitosana deve ser projetada para atuar também como arcabouco para o

crescimento 0sseo, ou seja, atuar também como material osteocondutor.

7 CONCLUSOES

Por meio deste estudo, foi possivel concluir que:

O ultrassom pulsado de baixa intensidade acelerou o processo de
preenchimento da falha éssea em radio de coelhos em todas as
situacdes produzidas neste experimento.

O gel de quitosana, com grau de desacetilacdo de 75% induziu um
processo inflamatério em coelhos e atrasou o preenchimento da falha
Ossea

O gel de quitosana embora tenha induzido a reacdo inflamatdria,
mostrou-se um bom carreador para a rhBMP-2, acelerando o
processo de consolidacdo éssea em coelhos.

Houve sinergismo entre a aplicacdo do ultrassom pulsado de baixa
intensidade e a proteina 6ssea morfogenética, confirmado pelos
resultados superiores apresentados pelo grupo GVI.
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